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Abstrakt

Jako biostimulanty jsou oznaCovany mikroorganismy ¢i latky pfirodniho ptivodu, které
podporuji riist a obranyschopnost rostlin viici abiotickému 1 biotickému stresu. Mechanismus
ucinku biostimulantd je stile predmétem vyzkumu. V této praci byly studovany dva
biostimulanty: fermentované kopftivy (tzv. kopfivova jicha) a vyluh z vermikompostu. Oba
biostimulanty disponovaly rozpustnymi proteiny o nizSich relativnich molekulovych
hmotnostech a peptidy, sacharidy, fenolickymi latkami i aktivnimi proteolytickymi enzymy
a glykosidasami. Po aplikaci biostimulantli na rostliny kukufice (Zea mays L.) se vyznamné
nezménily ristové parametry, ale rostliny vykazovaly vyssi obsah proteint, fenolickych latek,
antioxidacni kapacitu i aktivitu nékterych isoforem peroxidas. Byl rovnéz sledovan vliv sucha
na rist, metabolismus 1 antioxidacni systém rostlin po aplikaci koptfivové jichy a vyluhu
z vermikompostu. Rostliny kukufice oSetfené biostimulanty a zaroveil stresované suchem
dokazaly udrzet vyssi obsah vody, mély vys$si mnozstvi proteinti, fenolickych latek a aktivitu
glutathionreduktasy nez neoSetené stresované kontrolni rostliny. Oba testované biostimulanty
ovlivnily metabolismus rostlin kukufice stresovanych suchem, pfi¢emz pozitivni vliv

se projevil vice v péstebnim substratu s nizSim obsahem humusu.

Kli¢ova slova: kopiivova jicha, vyluh z vermikompostu, biostimulanty, antioxidanty, proteasy,

peroxidasy, glykosidasy, fosfatasy, rostliny kukufice, abioticky stres, sucho



Abstract

Biostimulants are microorganisms or substances of natural origin that promote plant growth
and defence against abiotic and biotic stress. The mechanism of action of biostimulants is still
a subject of research. In this work, two biostimulants were studied: fermented nettles and
vermicompost leachate. Both biostimulants possessed soluble proteins with lower relative
molecular weights and peptides, carbohydrates, phenolic substances as well as active
proteolytic enzymes and glycosidases. After application of biostimulants to the maize plants
(Zea mays L.), growth parameters did not change significantly, but the plants had higher content
of proteins and phenolic substances, higher antioxidant capacity and activity of some
peroxidase isoforms. The effect of drought on plant growth, metabolism and antioxidant system
after application of fermented nettles and vermicompost leachate was also studied. Maize plants
under drought stress treated with biostimulants were able to maintain higher water content,
showed higher content of proteins, phenolic compounds and higher glutathione reductase
activity than untreated stressed control plants. Both tested biostimulants affected the
metabolism of drought-stressed maize plants, with the positive effect being more pronounced

in the lower-humus soil.

Key words: fermented nettles, vermicompost leachate, biostimulants, antioxidants, proteases,

peroxidases, glycosidases, phosphatases, maize plants, abiotic stress, drought
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1 Teoreticky uvod

1.1 Vliv biostimulantl na obranyschopnost rostlin

Rostliny, jakozto usedlé organismy, nemaji moznost vyhnout se piisobeni vnéjsiho stresu.
S ohledem na to si vytvofily obranny systém, mobilizovany signalizaci zprostfedkovanou
naptiklad fytohormony nebo reaktivnimi formami kysliku, které jsou vlivem stresu
nadprodukovany a samy vyvolavaji oxidacni stres. Tato signalizace obecné zplisobuje aktivaci
antioxida¢niho systému na uUrovni nizkomolekularnich antioxidanti, antioxidac¢nich
enzymu a osmoprotektantl [1]. V pfipadé biotickych stresi mize dochézet také ke zvySené
syntéze fytoalexini a PR (z aj. patogen response) proteinil, navozeni ziskané systémové
rezistence (SAR; z aj. systemic aquired resistence — signalizace spojend s vyslanim informaci
o lokdlnim biotickém stresu do vzdalenych casti rostliny) nebo hypersenzitivni odpoveédi

(obdoba apoptdzy) [2,3].

Jak jiz bylo zminéno, rostlinné hormony se vyznamné podileji na reakci na vnéjsi stresory.
Hormony jako auxiny, cytokininy, gibereliny a brassinostreoidy figuruji v fad¢ biologickych
procesti souvisejicich nejen s vnéjSim stresem, ale také s riistem listli a kofentl, kvetenim,
vyvojem plodl a klicenim semen. Jiné fytohormony jako napiiklad kyselina abscisova jsou
spojovany pfimo s odezvou na stres. Kyselina abscisova je zapojena predevSim v signalizaci
spojovanou s odezvou na stres vyvolany dehydrataci (sucho, mraz, zasoleni). Mezi jeji u€inky
patii mimo jiné regulace transpirace nebo stimulace obrannych drah vedouci k transkripci LEA
(z aj. late embryogenesis abundant) proteinii nebo HSP (z aj. heat shock proteins). Mezi dalsi
stresové hormony patii naptiklad kyselina salicylova a kyselina jasmonova, které se podileji na
odpovédi na bioticky stres [1,4,5]. Strukturu téchto hormont ilustruje Obr. 1 na nasledujici

strané.
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Obr. 1 Piehled vybranych fytohormont spojovanych se stresovou odpovédi rostlin. Obrazek ilustruje
charakteristické struktury téchto rostlinnych hormonti.

Tolerance stresu uzce souvisi nejen s vitalitou rostlin a piidnich mikroorganismli v oblasti
rhizosféry, ale i s predeslymi zkuSenostmi s danym typem stresu ¢i ptipadnymi dlouhodobymi
adaptacemi daného rostlinného druhu. Jednou z moznosti zvySeni tolerance je setkani
se stresem. Aby doslo k navySeni stresové tolerance je tieba, aby se jednalo o0 méné intenzivni
stres kratkodobéjsiho trvani. Toto pfizplisobeni ale mlZe mit za nasledek pokles rostlinné
biomasy, vzhledem k tomu, Ze vede ke zvySenému vydeji energie souvisejici s preventivni
syntézou antioxidantli [6]. Dals$i moZnou pfipravu na stres piedstavuje také tzv. priming, pfi
kterém jsou semena, piipadné sazenice rostlin vystavovany plsobeni chemickych
a biologickych latek nebo fyzikalnich vlivli po urcitou dobu. Rostliny oSetfené technikami
primingu jsou pak dlouhodobé¢ odolnéjsi, aniZ by doslo ke snizZeni vitality dospélych jedinct.
Ackoliv mechanismy, kterymi priming obranyschopnost posiluje nejsou zcela popsany uvazuje
se 0 podpofe rozvoje stresové paméti na urovni epigenetickych zmén DNA nebo akumulace

transkripcnich faktort ptisluSnych stresovych odpovédi [7,8].

ZvysSovanim odolnosti viici stresu charakteristickému pro bioticky stres je tzv. indukovana
systémova rezistence (ISR; z aj. induced system resistance). Jednd se o imunizaci rostlin
vystavenim napiiklad latkdm rostlinného ptivodu (kyselina salicylova), latkdm z buné¢nych
stén hub (napf. chitosan), bakteridlnim sloZzkdm (napft. lipopolysacharidy) a roli v této stresové
toleranci hraji také nékteré piidni mikroorganismy jako rhizobakterie podporujici rlist rostlin

(PGPR; z aj. plant growth promoting rhizobacteria), které mohou rostliny vystavit naptiklad
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tzv. PAMP vzorim (z aj. pathogen-associated molecular patterns), pomoci kterych mohou
rozpoznavat patogenni bakterie v ptipad¢ napadeni [3]. Nepfimym zplisobem tolerance rostlin
VvUuc¢i stresu je interakce s prospéSnymi pudnimi mikroorganismy jako jsou PGPR nebo
arbuskularné¢ mykorrhizni houby (AMF; zaj. arbuscular mycorrhizal fungi). Ty mohou
rostlindm napomahat nejen s lepsi dostupnosti zivin (mineralizace zivin, fixace N», solubilizace
fosforu, produkce sideroforti), ale samy jsou také producenty fytohormonti nebo tékavych
organickych latek (VOC; z aj. volatile organic compound). VOC mohou voln¢ vstupovat do
bunék kotenl nebo listl a jsou vyuzivany ke vzajemné komunikaci bakterii a rostlin, pficemz
jsou vhodné i na delsi vzdélenosti. DalSim mechanismem mezidruhové komunikace je také
vylucovani kotfenovych exudatii. Ty jsou dle potieby rostlin sekretovany do rhizosféry a jejich

sloZeni se méni jak v reakci na jeji aktudlni stav, a tudiz i v dsledku vystaveni stresu [9,10].

1.1.1 Biostimulanty

Jednémi z prostiedk, kterym je prikladana schopnost posilovat antioxida¢ni systém dospélych
1 mladych rostlin a semen jsou ptfipravky oznaované jako biostimulanty. Biostimulanty jsou
souhrnné popisované jako smési latek nebo mikroorganismi, které maji schopnost podporovat
rust a obranyschopnost rostlin. Nejedna se vSak o hnojiva [11]. Mohou byt vyuzity pro aplikaci
na listy, do pudy nebo k oSetfeni semen. Pfestoze se slozeni riznych biostimulanti vyrazné 1isi,
jejich ucinky na rostliny a dosud zjisténé fyziologické zmény jsou Casto velmi podobné. Jako
jedno z moznych vysvétleni se nabizi schopnost ovliviiovat rovnovéhu fytohormonti. Nékteré
spole¢né Ucinky biostimulantli ilustruje nésledujici Obr. 2. Mezi biostimulanty jsou obecné
fazeny ptipravky z moiskych fas a rostlinnych extraktli, pyrolyzované materialy, proteinové

hydrolyzaty, huminové latky, PGPR nebo AMF [11-14].

Efektivita’ ristu a vynosu
fotosyntézy plodin

H Obsah chlorofylu \ 4 Ziapieni vivoje,

Fytohormony

NN PFijem Zivin =
A4 ZadrZeni vody d
4 \* Antioxidanty

Zlepsena HOsmoprotektanty Tolerance

Geny resistence abiotického
Mediatory stresové stresu
signalizace

——— stresova
odpoved

Obr. 2 Obecné ucinky biostimulantl na rostliny. Biostimulanty pozitivné ovliviuji riist a vyvoj rostlin, ale vyvolavaji také
zlepSenou odezvu na abioticky a nékdy i bioticky stres. Pfevzato a upraveno z [14].
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Rada t&chto biostimulantii je také komerén& dostupna a jsou vyuZivany jak v zahradkéaiském,
tak zemé&dglském odvétvi po celém svété. Piikladem biostimulantii volné prodejnych v CR jsou
rostlinné stimulanty Vermaktiv od firmy Enzymix nebo biostimulanty Inporo od firmy
AgroBioOpava. Dle bezpec¢nostniho listu vyrobce je piipravek Vermaktiv Stimul ziskany
extrakci z vermikompostu slozen z roztoku enzymu (lipas, proteas, amylas a hemicelulas),
aminokyselin, cytokinind, auxind, stopovych prvkl a dalSich latek. Vyrobce uvadi, Ze tento
produkt podporuje zakofenovani, rust, kveteni a obranyschopnost rostlin a mize byt diky
svému sloZeni pouzivan v ekologickém zemédélstvi ve formé postiiku [15]. Vedle toho
ptipravek Inporo Pro Mix je zaloZen na pfitomnosti prospéSnych mikrobialnich druht
a obsahuje bakterie druhu Azotobacter chroococcum, Polyangium cellulosum, Pseudomonas
putida, Rhizobium meliloti, Streptomyces griseoviridis, Streptomyces cellulosae a houby
Trichoderma harzianum a Trichoderma viride. Jako U€inky pouziti tohoto ptipravku jsou taktéz
uvedeny podpora rustu kofenii a stonkl, podpora kveteni a zrani plodd, podpora piijmu
a dostupnosti zivin a zvySeni odolnosti proti abiotickym stresim a nékterym onemocnénim

[16].
1.1.2 Proteinové hydrolyzaty

Proteinové hydrolyzaty jsou typem biostimulantii pfipravované chemickou ¢i enzymovou
hydrolyzou Zivo€i$nych i rostlinnych zdrojii proteinti. Hydrolyzaty Zivoc¢isného ptivodu tvoii
asi 90 % vSech téchto produkti. Mohou byt vyrabény hydrolyzou odpadnich produkti, jako
jsou zbytky ryb, pefi a vaziva, nebo naptiklad hydrolyzou mlécné bilkoviny kaseinu. Tyto
hydrolyzaty obsahuji v su$in¢ 9-16 % dusiku a pfedstavuji bohaty zdroj aminokyselin
a peptidl, jejichz pomér zavisi na zpusobu piipravy. Proteinové hydrolyzaty mohou byt
pfipravovany alkalickou, ¢astéji v§ak kyselou hydrolyzou pfi teplotach a tlacich presahujicich
120 °C a 220 Pa [11,17]. Takto ptipraveny findlni produkt obsahuje ptfedevSim volné
aminokyseliny. Vedle toho hydrolyzaty ptfipravené piisobenim enzymu obsahuji vétsi podil
peptidil v fadu stovek az tisicti Daltonll. Nékteré ptitomné peptidy rostlinného piivodu vykazuji
také bioaktivni ucinky. Izolovany byly naptiklad systeminy indukujici obranné signalni drahy
nebo fytosulfokiny regulujici dediferenciaci. VéEtsi mnoZzstvi bioaktivnich peptidii casto
obsahuji hydrolyzaty rostlinného ptivodu typicky pfipravované z bobovitych rostlin jako je soja
lustinatd. Na rozdil od hydrolyzati zivo¢isného ptivodu obsahuji typicky také fenolické latky

a fytohormony [11,17,18].

Bez ohledu na pfitomnost bioaktivnich latek je samotnd smés peptidii a aminokyselin idedlnim
zdrojem dusiku, uhliku a ptipadné i fosforu jak pro bakterie obyvajici rhizosféru a fylosféru, tak
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1 pro rostliny [18]. Naptiklad studie Jilkové et al. z roku 2021 zamétujici se na vyzkum efektii
hydrolyzati proteini na padu uvadi, ze zvySeny piisun dusiku po aplikaci proteinového
hydrolyzatu pietrvaval po dobu nékolika mésicti [19]. Rostliny jsou schopny aminokyseliny
absorbovat pfedevSim koteny zpldy prostfednictvim aminokyselinovych transportért.

Membranové transportéry byly identifikovany také v pripad¢€ transportu peptidia [20,21].

Neékteré aminokyseliny maji sami o sobé pozitivni vliv na toleranci stresu. Napiiklad
osmoprotektant prolin je akumulovan v reakci na stres a U€astni se stresové signalizace. Také
glycin je v ramci slouceniny glycin-betainu spojovan osmoprotektivnimi G¢inky, vyznamnymi
zejména pii vodnich stresech (zasoleni, sucho, chlad) [12]. Krom¢ toho je glycin spolu
s cysteinem a kyselinou glutamovou soucasti tripeptidu glutathionu. Ten se nejen podili
na regeneraci kyseliny askorbové, hlavniho nizkomolekularniho antioxidantu zodpovédného za
zhaseni volnych radikald, ale sdm také pasobi jako zhase¢ radikald. Glutathion se také volné
nebo ve formé svych polymera fytochelatinii ui€astni vychytavani iontd kovii spojovanych
s katalyzou radikalovych reakei (napi. Fe?", Cu?") a stresem zasolenim (napi. Pb>*, Hg?*, Cd*").
Na zmirnovani u€¢ink solného stresu se kromé nich ucastni také dalsi proteiny bohaté na cystein
— metalothioneiny [22,23]. Jisty vyznam ve zmirnovani dopadu stresu by mohl mit takeé
tryptofan. Tento prekurzor rostlinného hormonu auxinu by mohl stimulovat jeho syntézu
v rostlinach 1 plidnich bakteriich a podilet se tak na zlepSovani stresové tolerance [18].
V neposledni fad€ jsou hydrolyzaty proteinil pro rostliny zdrojem aminokyselin asparaginu
a glutaminu. Tyto aminokyseliny jsou hlavnimi transportovanymi formami dusiku a ucastni se

tak 1 jeho mobilizace, ktera je v pfipadé nékterych stresti pozorovana [24].

Z doposud popsanych Uc¢inkii proteinovych hydrolyzati na rostliny bylo zjisténo celkové
zmirnéni ucinkl abiotickych stresti. V rostlinach vystavenych stresu zasoleni bylo naptiklad
pozorovano zvySeni aktivity nitratreduktasy a glutaminsynthethasy spolu se zvySenim syntézy
chlorofylu. Kromé toho byla zaznamenina zvySend exprese fenylalaninamoniumlyasy,
klicového enzymu syntézy fenolickych latek. Pozorovan byl také nartist hladin karotenoidl
nebo kyseliny salicylové. Vlivem téchto zmén doSlo k posileni antioxida¢niho systému
a navozeni osmoregulace [25-27]. Rostliny vystavené stresu suchem vykazovaly zvySenou
aktivitu antioxidac¢nich enzymi (askorbatperoxidasa, superoxiddismutasa) a rovnéz bylo patrné
navyseni syntézy sekundarnich metabolitil. V piipadé stresu indukovaného vysokymi teplotami
byl pozorovan nartst exprese HSP vedouci ke stabilizaci bunéénych membran a prevenci
vzniku proteinovych agregatl. Zjistén byl také nartst hladin fotosyntetickych pigmentt, ktery

napomohl ve zlepSeni efektivity fotosyntézy [25,28]. Zaznamenana byla ale také ochranna
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¢i preventivni funkce vii€i biotickym stresim. Pfikladem mutze byt sniZzeni symptomi

onemocnéni rostlin vinné révy napadenych plisni Bortrytis cinera [11].

1.1.3 Huminové slouéeniny

Huminové slouceniny je Siroké oznaceni pro skupinu organickych latek vznikajicich
rozkladnymi procesy biomasy, které tvori hlavni ¢ast organické hmoty v pidé. Kromé pady
se huminové slouCeniny nachazeji napiiklad v sedimentech vod, v uhli a raselin¢ nebo
v produktech kompostovani. Vzhledem k jejich nejasné definici jsou dé€leny na, fulvokyseliny
rozpustné ve vodé, huminové kyseliny rozpustné v neutralnim az zasaditém pH a huminy, které
jsou ve vodé zcela nerozpustné [29,30]. Ackoliv proces humifikace nebyl doposud zcela
objasnén, huminové latky pravdépodobné vznikaji kombinaci depolymerace vétSich
biopolymerii a polymeraci mensich molekul uvolnénych jejich kompletnim rozkladem.
Predpoklada se také alespon ¢asteény radikalovy charakter mechanismu jejich vzniku. Jsou
typicky slozeny z aromatickych polymernich kruht substituovanych velkym mnozstvim
skupin, znichZ nejvyznamnéjsi jsou skupiny karboxylové a hydroxylové. Jako prekurzory
huminovych latek se uvadéji napiiklad ligniny, taniny, terpenoidy, steroly, celulosa, lipidy

a peptidy [30-32].

Z hlediska biostimulantl jsou za nejvyznamnéjsi frakci povazovany huminové kyseliny. Ty
jsou v ptipad€¢ komercnich zdroju €asto extrahovany z hnédého nebo erného uhli a stale jsou
vyvijeny metody extrakce poskytujici vyss$i vytézek s velkym mnozstvim karboxylovych
a hydroxylovych skupin [29]. Velmi rozsahlé je v pfipadé huminovych kyselin také rozpéti
molekulové hmotnosti, kdy jednotlivé polymery mohou dosahovat velikosti 2—100 kDa [33].
Izolované frakce proto obsahuji jak nizkomolekuldrni, tak i vysokomolekularni polymery.
Ackoliv jejich podil neni definovan, je stejné jako chemické struktura huminovych kyselin
zavisly na zdroji, ze kterého jsou izolovany a na zptsobu extrakce [29]. Moznou navrhovanou

strukturu ilustruje nasledujici Obr. 3.
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Obr. 3 Priklad mozné struktury obsazené v huminovych kyselinach. Pievzato a upraveno z [31].
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Mezi nejvyznamnéjsi vlastnosti huminovych kyselin patfi: schopnost dlouhodobé odolavat
degradaci, amfifilni charakter, schopnost zhaSet volné radikaly spojovand s pfitomnosti
fenolickych a chinoidnich latek [30,32]. Huminové kyseliny jsou obvykle aplikovany ve formé
zalivky do pudy, ackoliv mozna je i aplikace na listy. Pfedpoklada se, Ze polymery s vyssi
molekulovou hmotnosti mohou zodpovidat za aktivaci H" ATPasy na plasmatické membrané
bunc¢k kofend. Nizkomolekuldrni polymery, které by mohly byt vstiebavany kotfeny
v kontransportu s zivinami, ovliviluji rostlinny metabolismus zplsobem podobnym
fytohormontim auxintim, giberelinim a cytokinintim. U¢inky huminovych kyselin na rostliny
jsou spojovany také sjejich schopnosti ptiznivého ovlivnéni plidniho mikrobiomu,
a to napriklad ptilakanim prospésnych mikroorganismil nebo zptistupnénim a navazanim zivin.
Schopnost zachycovat nejen Ziviny, ale také ionty tézkych kovi je pfisuzovdna zejména pravé
karboxylovym a hydroxylovym skupindm deprotonovanym v neutrdlnim a alkalickém
prostfedi. Amfifilni charakter pak huminovym kyselindm propijcuje schopnost vytvaret
micelarni struktury, coz je vyuzivano nejen v zeméd¢lstvi ale i ve farmaceutickém odvétvi nebo

v Cistirnach odpadnich vod [11,29].

Ptesny mechanismus ptuisobeni huminovych kyselin na antioxida¢ni systém rostlin neni stejné
jako u ostatnich biostimulantl zcela zfejmy. Pti vystaveni experimentalnich rostlin suchu byla
po aplikaci huminovych kyselin pozorovana fada ucinkd. DoSlo naptiklad k nartistu aktivit
antioxidac¢nich enzymi superoxiddismutasy, katalasy, glutathionreduktasy a celkovych
peroxidas [34]. Pozorovano bylo zvySeni hladin fytohormonu kyseliny abscisové, spojované se
signalizaci vyvolanou vodnim stresem nebo také zvySeni obsahu anthokyana a chlorofylu.
Zaznamenano bylo zvySeni relativniho obsahu vody v listech a zvySeni vodniho potencidlu
[35,36]. Podobné ucinky byly pozorovéany také u rostlin vystavenych stresu zasolenim, spolu
se stimulaci sekundarniho metabolismu, metabolismu dusiku a zvySeni aktivity membranoveé
H" ATPasy spojované se zlepSenim ptijmu zivin kotfeny [12,37]. Pozitivni G¢inky huminovych
kyselin byly pozorovany také ve spojeni se stresem vyvolanym vysokymi teplotami, kdy byla
pozorovana zvysena exprese HSP a stimulace metabolismu dusiku prostfednictvim aktivace
glutaminsynthethasy a glutamatsynthasy [38]. Je vSak nutné podotknout, Zze nékteré studie

neuvadeji zadné zjisténé zmeény spojené s aplikaci huminovych kyselin [29].
1.1.4 Mikroorganismy v biostimulantech

Dle regulace Evropské Unie 2019/1009 jsou za mikroorganismy s biostimulacnimi U¢inky
povazovany AMF druhy kmene Glomeromycota a bakteridlni rody Azobacter, Rhizobium
a Azospirillum. Tento vycet vSak ani zdaleka nepokryvd mnozstvi rostlinam prospésnych
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bakteridlnich kment, jejichz biostimulac¢ni ucinky byly dosud popsany. Skupina PGPR dale
zahrnuje bakterialni kmeny Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria a Bacteroidetes a fadu
bakterialnich roditi jako jsou napiiklad Aeromonas, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium,
Enterobacter, Gluconacetobacter, Klebsiella a Pseudomonas [39]. Pfi¢emz PGPR obecné¢ tvoii
nejvetsi podil pudnich bakterii v oblasti rhizosféry s nejvétsim zastoupenim kment
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes a do mensi miry Firmicutes. Zatimco zastoupeni
konkrétni kmenti 1 druhti hub je vice variabilni dle mista ristu a druhu rostliny. Bakterie skupiny
PGPR pak nejspise tvori také vyznamny podil kmenii osidlujicich fylosféru. V rostlindch
Arabidobsis thaliana byly jako nejcetnéjsi identifikovany kmeny Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Methylobacterium, Pseudomonas a Sphingomonas [18,40]. Krom¢ PGPR
a AMF jsou za biostimulanty povazovdny mikroorganismy s biopesticidni aktivitou, které
se vyznamné piekryvaji se skupinou PGPR, ale patfi sem naptiklad také endofytické houby
rodu Trichoderma a Sebacinales s antifungicidnimi uCinky. Mezi uCinky spojované
s biopesticidni aktivitou bakterii 1ze zaradit, produkci lytickych enzymt a ur¢itych VOC, tvorbu
biofilmu, indukci SAR nebo zvyseni produkce PR proteint u rostlin (naptiklad hydrolytické
enzymy jako chitinasy nebo B-1,3-glukanasy) [11].

Skupina AMF je zndma pro svij alesponl ¢astecny symbioticky vztah s rostlinami. Pii tomto
typu symbiozy, ktery byl pozorovan asi u 80 % rostlinnych druhd, jsou kofeny rostlin
kolonizovany hyfami hub, zatimco houby od rostlin ¢erpaji asimilaty fotosyntézy. Hyfy hub
zvetSuji povrh kofenového systému az 40nasobn€ a pomahaji tak rostlinam s pfijmem vody
azivin. Znamé jsou pro zlepSeni schopnosti rostlin pfijimat fosfor, hydrolyzou jeho
organickych sloucenin fosfatasami. Kromeé toho také zasahuji do fytohormonalni rovnovahy
rostlin avyvolavaji zmény v sekundarnim metabolismu. Nejcastéji vyuzivané AMF
v biostimulantech jsou rody Rhizophagus a Funneliform Pro konkrétni druhy rostlin je vSak
dilezité vybrat vhodny mykorrhizni druh. Mozné je také inokulace piipravkil obsahujici

kombinaci AMF a PGPR [41,42].

Ackoliv pozitivni vliv AMF na rostliny ohrozené abiotickym stresem nelze popfit, je nutné
zminit kiehké fungovani této rovnovahy, kterou muiZze snadno narusSit zvysSené pouziti
anorganickych hnojiv nebo aplikace chemickych pesticidli. Biostimulaéni u¢inky AMF jsou
proto patrné predevsim pii pouziti v ekologickém zemédelstvi [42]. Ve stresovych podminkam
vyvolanych suchem byla pozorovana tada ptiznivych u¢inkt AMF na antioxida¢ni systém
a metabolismus oSetfenych rostlin. Pozorovano bylo napiiklad zvySeni aktivity

1-aminocyklopropan-1-karboxylat(ACC)deaminasy a antioxida¢nich enzymt, indukce
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akumulace kompatibilnich solutli, zvySeni obsahu fenolickych latek, narGist hladin auxind
a giberelint, udrzeni obsahu vody v listech, zvysSeni pfijmu zivin, narust aktivity nitratreduktasy
a také zvyseni obsahu chlorofylu spojené s narGstem fotosyntetické aktivity. Podobné zmény

byly zaznamenany i v ptipad¢ piisobeni dalSich abiotickych stresorti [43,44].

Rostlindm prospésné bakterie, znamé jako PGPR, zahrnuji jak volné zijici ptidni druhy, tak
Castecn¢ symbiotické bakterie, které kolonizuji predevsSim kotfenovy systém rostlin. Vycet
jejich potencidlné prospésnych vlastnosti pro rostliny zahrnuje, podobné jako u jinych
biostimulantt, zlepSeni pfijmu Zivin, fytohormondlni interference a ochranu pted biotickym
a abiotickym stresem. Tyto u¢inky jsou primarné spojeny s latkami, které PGPR produkuji, a to
bud’ v kontextu komunikace s rostlinami, nebo jako dusledek jejich ptirozenych procesii
a vlastni obrany proti stresovym faktorim. Nékteré PGPR mohou v zavislosti na stresové
situaci a druhu rostliny produkovat rizné fytohormony — typicky auxiny, gibereliny, cytokininy
a kyselinu abscisovou. Tato schopnost pomaha ptiznivé ovliviiovat hormonalni regulaci a s ni
spojenou odolnost vuci stresovym podminkam. Konkrétné s toleranci stresu navozeného
suchem pomahaji rostlindm také bakteriemi vylu¢ované exopolysacharidy, jejichz produkce pii
nedostatku vody v ptidé€ roste. Vznikly biofilm zabranuje ztratdm vody a zlepSuje podminky
pro rust kofenti. Kromé toho bakterie vystavené suchu vykazuji nartst aktivity antioxida¢nich
enzymt, které v blizkosti kofenového systému napoméahaji s odstraiovanim reaktivnich forem

kysliku.

Také produkce VOC hraje roli ve zvladani stresu vyvolaném suchem a zasolenim [39,45].
Naptiklad bakterie Rahnella aqualitis JZ-GX1 je producentem 2,3-butandiolu, kterym byla
oSetfena semena rostlin nasledné€ vystavena solnému stresu. Takto oSetfend semena vyklicila
v rostliny s rozvétvenéj$im kofenovym systémem, coz vyrazné zlepsilo schopnost ptijmu vody
a Zivin v osmoticky nevyvazenych podminkach. Tato t€kava latka rovnéZ stimulovala aktivitu
antioxidacnich enzymu [9]. V reakci na osmotické stresy mohou bakterie vylu¢ovat VOC
schopné u rostlin regulovat syntézu osmoprotektantii. ProspéSnymi bakteriemi mohou byt
produkovany také rGzné kompatibilni soluty, které maji rostliny moznost odcerpavat.
Ve spojeni se stresem suchem a zasolenim byla Casto pozorovana také zvySend aktivita
ACCdeaminasy. Tento enzym, rovnéZz produkovany nékterymi PGPR, katalyzuje degradaci
prekurzoru ethylenu, ¢imz je snizovano jeho celkové mnozstvi v rostlin€. Nizké hladiny
ethylenu jsou pak spojovény s toleranci abiotickych vodnich stresi, ale 1 stresu biotického
puvodu, kde je ethylen mimo jiné mediatorem signalizace napojené na kyselinu jasmonovou

[39,44,46].
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1.2 Koprivova jicha

Kopfivova jicha je fermentovany preparat rostlinného pivodu, ktery je uz po celd staleti
vyuzivan pro své pozitivni ufinky na rist a zdravi rostlin. Vyroba kopiivové jichy,
zaznamenand v mnoha zemich po celé Evropé, sestdva z ponoteni rostlin kopiiv do vody
a jejich nasledného kvaseni po dobu 2—4 tydnii. Pouzity mohou byt celé rostliny, ale Casta je
také ptiprava pouze z listl. BEhem fermentacniho procesu je doporucovano rostlinny material
pravideln¢€ michat a ponechavat ptipravnou nadobu bez vika. Hotova jicha je charakteristicka
tmavé zelenou barvou a absenci pény. Pro urychleni fermenta¢niho procesu je mozné kopftivy
pted ponofenim do vody nasekat. Koptivova jicha je obvykle ptipravovana naplnénim nadoby
kopfivami ze tii ¢tvrtin a naslednym zalitim vodou, tak aby byly kopfivy zcela ponoieny.
Pro jeji pfipravu neni vhodné pouzivat rostliny v kvétu nebo rostliny jiz tvofici semena.
Po prefiltrovani a zfedéni vodou v poméru 1 : 9, miize byt jicha aplikovana na rostliny ve fazi

rustu, jak ve formé zalivky, tak formou postiiku na listy [47-49].

1.2.1 Kopfiva dvoudoma

Kopftiva dvoudoma (Uritica dioica) je trvalé bylina z ¢eledi koptivovitych, rostouci po celém
svéte, typicky na vlhkych mistech s vysokym obsahem dusiku. Je zndma nejen pro svoji
schopnost vylu€ovat obrannou tekutinu zptisobujici podrazdéni pokozky, ale také pro své 1é€ivé
ucinky, na nichz se zfejmé podili cela Skdla sekundarnich metaboliti. Popisované ucinky
extraktl z listd kopfiv, jako jsou naptiklad antioxidacni €i protizanétlivé vlastnosti, jsou lidmi
vyuzivany také pii prevenci a podpirné 1écbé nékterych zdravotnich komplikaci
(kardiovaskularni onemocnéni, onemocnéni mocového ustroji) [50—52]. Pro sviij vysoky obsah
Zivin a vitaminQ se spafené ¢i suSené listy kopiiv vyuZivaji také jako ptisada do jidel ¢i krmiv

domacich zvitat [53].

V susing listh koptiv bylo z celkové hmotnosti identifikovano 30 % proteind, obsahujicich
veskeré esencidlni aminokyseliny a 20 % mineralnich latek, kde byly bohaté¢ zastoupeny
slouceniny fosforu, dusiku, zeleza, zinku, drasliku a hot¢iku. Déle byla identifikovéna fada
mastnych kyselin, ochrannych pigmentt a chlorofylu a mnoZstvi sekundarnich metabolitd, a to
predevsim polyfenolickych latek s SirSim zastoupenim flavonoidil a lignanti. Kromé toho byla
v listech kopftiv zjiSténa také vysoka koncentrace vitamini C, A a K. V trichomech rostlin
kopfiv byla rovnéZ identifikovana skupina latek zahrnujici kyselinu mravenci, acetylcholin,

serotonin a histamin [51,53]. Vzhledem k novym zjisténim u ptibuzné koptivy Urtica ferox, by
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koptiva dvoudomad v trichomové tekuting, mohla v nizkém mnozstvi obsahovat také toxické

peptidy — neurotoxicky urticatoxin a cytotoxicky urticathionin [54].

1.2.2 Stimulacéni efekt koprivové jichy na rust rostlin

Jak jiz bylo zminéno, kopiivova jicha je zndma zejména pro stimulacni vliv na rast rostlin.
Z tohoto dlivodu je v souCasné dobé vyuzivana v zahradkaistvi, ale také jako piipravek
ekologického zeméd¢lstvi. Koptfivova jicha tak v kombinaci s dalSimi jichami rostlinného
puvodu a produkty kompostace ¢i vermikompostace muze predstavovat jednu z alternativ
k pouziti anorganickych hnojiv. Jeji vyuziti bylo také zaznamenano v ptipad¢ tzv. korektivniho
hnojeni, kterého se uplatiiuje v ptidach, poskozenych nadmérnym uzivanim pesticidii nebo

1 anorganickych hnojiv [49].

Za efektem, kterym koptivova jicha plisobi na rostliny zfejmé stoji komplexni mechanismus
vice u€inkt. Jednim z nich je se vsi pravdépodobnosti vysoky obsah dobte dostupnych Zivin at’
uz pro rostliny samotné, tak i pro plidni mikrobiom. Podle provedenych analyz se koptivova
jicha ukézala byt vyznamnym zdrojem makro i mikroprvkd, a to ptfedevsim dusiku, hoiciku,
zeleza a boru [47,55]. V koptivové jiSe pripravené tradicnim zptiisobem bylo ve studii autori
Marici¢ et al. z roku 2021 zjisténo ze vSech dusikatych latek ptitomnych nejvyssi zastoupeni
amonnych ionti [49]. Ackoliv amonné ionty nejsou na rozdil od dusi¢nanli preferovanym
zdrojem dusikatych latek rostlin, jedna se o snadno dostupny zdroj dusiku pravé pro organismy
pudni mikroflory [56]. Dle studie autord Garmendia et al. z roku 2018, byl za vyznamny faktor
stimulace rostlin oznacen také nizky pomér C : N koptivové jichy [57]. Kromé zlepSeni pfijmu
dusikatych latek, se né&které zdroje také zminuji o zlepSeni piijmu fosforu rostlinami.
V experimentu autorti Marici¢ et al. z roku 2022 bylo toto zlepSeni po aplikaci koptivové jichy
pozorovano. Soucasné byl také zjiStén nardst aktivity alkalické fosfatasy v pidé. Dal§imi
pozorovanymi efekty bylo zvySeni dostupnosti drasliku v pid¢é nebo nartst hodnot ptdni
respirace [58]. Zminény nartist plidni respirace by mohl byt povaZzovan za zndmku rozsifeni
pudniho mikrobiomu, celkového zvySeni efektivity rozkladnych procesti a vSeobecného
zlepSeni dostupnosti Zivin po aplikaci koptivoveé jichy [59]. Jednim z dalSich navrZzenych vlivii
na stimulaci riistu by mohla byt také pfitomnost rostlinnych hormonti. Ta byla rovnéz navrzena
autory experimentu vySe (Marici¢ et al.), sledujiciho vliv jichy na rist sazenic zeli a salatu. Jeho
autofi se domnivaji, Ze by pozitivni G¢inky na stimulaci ristu testovanych rostlin mohly
souviset s pfitomnosti auxinu v koptivové jiSe [58]. Tento navrh je podporovan, také zjisténim

pfitomnosti fady fytohormonti v jinych Iépe identifikovanych biostimulantech [60].
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1.2.3 Kopfrivova jicha jako prirodni pesticid

Kromé stimulace rtstu je kopfivova jicha u¢inné také pii boji s biotickym stresem, kdy piispiva
k posileni obranyschopnost rostlin proti fad¢ skidct. Pozorovany byly ucinky proti nékterym
onemocnénim bakterialniho (Erwinia sp.) ¢i houbového ptivodu (Erysiphaceae g.), ale také
ucinky nematocidni (Helicotylenchus sp.) ¢i insekticidni (Tetranychus sp.) [47,53,55]. Z téchto
davodu je koptivova jicha spojovana s vyrobou domaécich pesticidi, jejichz ptiprava ma rovnéz
dlouholetou tradici. Jednim z navrhovanych uc¢inki kopfivové jichy, obzvlast’ pti aplikaci
na listy, by mohlo byt zvétsSeni tloustky epidermis a vysledné zlepSeni obranyschopnosti pied
poskozeni patogeny [57]. Jedno z dalSich vysvétleni zvySeni obranyschopnosti rostlin proti
patogenim by mohlo také souviset s piijmem kyseliny salicylové zjichy [55]. Tento
fytohormon hraje vyznamnou roli naptiklad v lokdlnich obrannych reakcich proti patogeniim
a v signalizaci biotického stresu. Vedle toho autofi Bhusal et al. ve studii z roku 2022 uvadi
pritomnost lytické aktivity proti 16 ¢astym fytopatogenim u tradicné piipravené kopiivové
jichy a Ctyf komercnich pfipravkil na stejné bazi. Tato studie dale odhalila, pfitomnost
bakteriofagli rodu Ghunavirus. Dfive objevené bakteriofagy tohoto rodu byly nalezeny
v riznych vzorcich Zivotniho prostiedi (pfedevsim zavlahova voda, ale také ptida nebo debris
rostlinného ptivodu) a v§echny byly izolovany z bakterii rodu Pseudomonas. Je tedy mozné, ze
se fagy v bakteriich rodu Pseudomonas mohou do koptivové jichy dostat z prostfedi ristu
koptiv [47]. A€koliv koptivova jicha neni potvrzenym piipravkem proti biotickému stresu, jeji
pouziti mize byt t¢innym preventivnim opatfenim proti fad¢ fytopatogenii a mize pfispivat

ke zvladani jiz probihajici infekce [55].
1.2.4 Vliv jichy na antioxida¢ni systém rostlin a abioticky stres

Piestoze je kopfivova jicha zndmé piedev§im svou schopnosti zvySovat odolnost proti
biotickému stresu, pozorované vlastnosti naznacuji také potencial zlepSeni obranyschopnosti
proti stresu abiotickému. Komplexni mechanismus ucinku, ktery byl casto pozorovan
u biostimulantl efektivnich ve zlepSeni odezvy rostlin na stres navozeny suchem ¢i zasolenim
se podoba také nckterym u€inklim kopiivové jichy. Mezi n€ lze zatadit naptiklad podporu
pudniho mikrobiomu, zlepSeni zptistupnéni ptidnich zivin nebo stimulaci metabolismu dusiku
[13]. S ohledem na proteolytickou aktivitu doprovazejici zptsob jeji ptipravy, by koptivova
jicha také mohla na rostliny ptsobit caste¢né podobnym ucinkem, jako biostimulanty na bazi
hydrolyzati proteini [61]. Kromé toho by se daly pfedpokladat také antioxidacni ucinky
koptivové jichy spojené s bohatym zastoupenim vitamini A a C a polyfenolickych latek
v listech kopitiv [50].
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1.3 Vyluh z vermikompostu

Vyluh z vermikompostu je vedlejsim kapalnym produktem vermikompostace, béhem niz
je uvolilovan procesem dekompozice organického materidlu mikroorganismy a zizalami. Odtok

této tekutiny, lidové také nazyvané zizali ¢aj, mize byt podporovan drenaznim systémem [62].
1.3.1 Vermikompostace

Vermikompostace je podobné¢ jako kompostovani biooxidativni proces zpracovani bioodpadu,
ktery se vSak od kompostovani 1isi zejména ucelnou pfitomnosti zizal. Epigeické zizaly, jako
napiiklad Eisenia fetida, maji pti vermikompostaci hned nékolik vyznamnych funkci. Jedna se
predevSim o konzumaci organické hmoty, ktera tvoti az 90 % jejich potravy. Organickd hmota
je vdusledku prichodu travicim traktem Zzizal rozméliovdna na mens$i Céastice a dale
je bakterialni ¢innosti rozkladéna na jednodussi latky. Mezi enzymy vyluCovanymi bakteriemi
jejich traviciho ustroji byly identifikovany naptiklad proteasy, chitinasy, celulasy ¢i fosfatasy.
K procesu vermikompostace ptispiva také pohyb zizal za potravou, ktery organickou hmotu
nejen provzdusiuje, ale také zvysuje jeji povrch pro dal§i mikroorganismy podilejici se na
biochemickych pfeménach s vermikompostaci spojenych [63—65]. Schéma nizkokapacitniho

vermikompostéru ilustruje nasledujici Obr. 4 [66].

[ 4 h_]
- , | |
provzdusnovaci
otvory
bioodpad
vrstva s aktivnimi
zizalami
Zpracovany
bioodpad 1 Il
sito
vermikompost
vyluh vypust

Obr. 4 Schéma nizkokapacitniho vermikompostéru. Vermikompostovani mize probihat jak velkoobjemové, tak
i v malych doméacich vermikompostech o objemu mensich, neZ je 1 m?, coZ je minimalni doporu¢ovany objem
pro tradiéni kompostovani. Pfevzato a upraveno z [66].
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Kromé toho vylucuji ptitomné zizaly také mukozni tekutinu (tzv. coelomic fluid), kterd jim
napomaha v pohybu a ochrané proti patogeniim. V jejim slozeni byly kromé polysacharidi
¢1 lektini odhaleny také proteasy a chitinasy. Proto ma tato tekutina, ktera se zda byt i vhodnym
zdrojem zivin pro mikroorganismy, fadu vlastnosti, jako jsou antifungalni, antibakterialni,
proteolytickd a hemolytickd aktivita. Tyto vlastnosti nejspi§ piispivaji i k nizkému obsahu
patogennich organismu a jinych skidci ve vermikompostu [67,68]. Ackoliv je velky podil
patogenti vermikompostaci eliminovan, jejich pfitomnost neni zcela vyloucena. Kromé vyse
popsanych ucinku tekutiny vyluCované zizalami, k eliminaci patogent pfispiva také snizené
mnozstvi kysliku, spojené s prichodem travicim traktem zizal a dal$i proteolytické enzymy
pritomné ve vermikompostu. Na rozdil od bézného kompostovani, chybi pfi vermikompostaci
termofilni hygienizacni faze, pfi niZ dochdzi k narlstu teplot nad 55 °C. MnoZstvi a druh
pfitomnych patogend, souvisi také s plivodem zpracovaného materidlu. Mozna je, ale i také

vermikompostace jiz hotového hygienizované¢ho kompostu [65,69].

I ptfes nepfitomnost hygienizani faze jsou vSak U€inky vermikompostu popisovany jako
pozitivni pro stav piidy 1 rostlin. V porovnani s kompostovanou organickou hmotou obsahuje
vermikompost také vyznamné vys$Si mnozstvi prospéSnych bakterii, hub a aktinomycet.
Z prospésnych bakterii byla prokazéna naptiklad ptitomnost bakterii schopnych fixovat
atmosféricky dusik, pfispivajicich solubilizaci Zivin v piidé nebo podporujicich rist rostlin.
Vyznamny podil mezi prospéSnymi mikroorganismy maji se v8i pravdépodobnosti také
mykorrhizni druhy hub. Pfitomny jsou také mikroorganismy, které mohou napomédhat
obrannym reakcim pied rostlinnymi nemocemi a sktidci. Prikladem mohou byt aktinomycety
¢i streptomycety, schopné produkovat enzym chitinasu, G¢innou v obrané rostlin pted
patogennimi houbami. Za ochranné a stimula¢ni U¢inky vermikompostu na rostliny, vSak
zfejmé& nezodpovidaji pouze rozmanitost a pocet mikrobidlnich druhli nebo celkové zlepSena
dostupnost makronutrientti, ale také pfitomnost fytohormont, polyfenolickych latek

a huminovych kyselin [65,70].

Za ucelem ziskani vyzivného substratu schopného zlepSovat Grodnost pidy a zdravi a rast
rostlin, jsou k vermikompostaci vyuzivany piedevS§im odpady rostlinného plvodu
a hospodatrské hnoje. Ty typicky vykazuji stimulacni efekt rlstu rostlin, pravdépodobné
navozeny kombinovanym efektem pfitomnych mikroorganismu, fytohormonti a huminovych
kyselin, kdy se jejich mnozstvi li§i pravé podle vermikompostovaného materidlu. Naptiklad
veétsi mnozstvi fytohormontt bylo objeveno ve vermikompostu ziskaném zpracovanim

zahradniho odpadu. Odlisnosti mohou byt pozorovany také v obsahu rostlinnych
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makronutrientll 1 mikronutrientd. Piehled rozdilného obsahu Zivin dle vstupniho materialu
vermikompostace dobie shrnuje studie Elissen et al. zroku 2023 [71]. Naptiklad obsah

zakladnich zivin z Zivocisnych zdrojti se v porovnani s rostlinnymi nemusi vzdy vyrazné lisit,

jak popisuje nasledujici Tab. 1.

Tab. 1 Obsah makronutrientd ve vybranych vermikompostech. *Pomér neuveden. Prevzato z [71].

Vermikompostovany Obsah dusiku (g/kg Obsah fosforu (g/kg Obsah drasliku (g/kg
odpad susiny) susiny) suSiny)
Zahradni odpad 23 10 6
Kravsky hnij 17 15 18
Smés zahradniho odpadu 17-32 4-10 7-17
a kravského hnoje*

Jak jiz bylo zminéno, vermikompostovany mohou byt ¢isté rostlinné nebo zivocisné odpady,
stejné¢ tak ale 1 jejich smési nebo napiiklad odpady pochazejici z papirenského nebo
gastronomické primyslu nebo odpady z kanalizaci nebo Cistiren odpadnich vod. V piipade
vyrazng znecisténych odpadl vSak nelze zarucit veskeré prospésné ti¢inky pro rostliny ¢i padu.
Vermikompostaci téchto odpadi Ize ale zneciSténi vyrazné snizit, tak ze se vysledny
vermikompost stane organickou hmotou ¢asto schopnou navraceni do ptidy. Pozorovan byl také
remediani potencidl vermikompostu s ohledem na t€Zké kovy nebo nékteré organické
polutanty (organopesticidy). Popsana byla naptiklad vazba téZkych kovli metalothioneiny v téle
zizal nebo redoxni aktivita ménici jejich oxida¢ni stav. Sorpce organickych polutantli byla na

druhou stranu podpotena ptitomnosti huminovych kyselin [63,64].

1.3.2 ZlepsSeni odpovédi na abioticky stres

Stejné jako finalni produkt vermikompostace je 1 vyluh z vermikompostu pouzivan pro sviij
vliv na rast a obranyschopnost rostlin. Pfi oSetfeni vyluhem z vermikompostu bylo pozorovano
pozitivni ovlivnéni obranyschopnosti rostlin vii€i abiotickym stresiim a zejména pak vystaveni
stresu zasolenim a suchem. V piipad¢ stresu suchem bylo zaznamenéano zvySeni piijmu vody
rostlinami. Tento efekt, pfimo spojovany s piitomnosti mykorrhiznich hub, vede ke zlepSeni
celkového zdravi rostlin. ZlepSeni jejich vitality je také pfisuzovadno kombinaci pfitomnych
zivin a fotochemikalii, stejné tak jako bohat§imu zastoupeni prospéSnych mikroorganismi.
Dal8im pozorovanym uc¢inkem produktii vermikompostace na rostliny vystavené abiotickym
stresim je také stimulace antioxida¢niho systému. Zaznamendno bylo zvySeni aktivity

antioxidacnich enzymi a fenolickych latek v rostlinach. Kromé vlastni syntézy fenolickych
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latek navozené pravé aktivaci antioxidacniho systému byl pozorovan také piijem nékterych
fenolickych latek z produkti vermikompostu koteny. Pozorovan byl ale také pokles vybranych
fenolickych latek [71,72]. Studie autori Voko et. al z roku 2022 popisuje pokles flavonoidi,
jako soucast komplexni odpovédi na stres suchem. Ta byla zlepSena opakovanou aplikaci
vyluhu vermikompostu pochazejiciho ze zahradniho bioodpadu na rostliny vystavené suchu.
Dle této studie mély rostliny fazoli Vigna unguiculata oSettené vyluhem z vermikompostu
opakovan¢ po dobu 13 tydnli po vystaveni suchu vice listh a pupenil nez rostliny kontrolni.
Zvyseny byl také obsah chlorofylu a a b v listech [73]. Ke zvySeni obsahu chlorofylu v listech
doslo i v pfipad¢ vlivu zasoleni na rostliny granatovniku, jak popisuji Bidabadi et al. v praci
zroku 2017 [74]. Chlorofyl je v pribéhu abiotickych stresti Casto degradovan vlivem
oxidativniho stresu zplGsobeného nadmérnou produkci reaktivnich forem kysliku
v chloroplastech. ZvysSeni obsahu chlorofylu by tak mohlo souviset s pfitomnosti cytokinin.
Zvyseni poctu listii by mohlo souviset s ptitomnosti dalSich fytohormond a huminovych kyselin
[60,72]. Poznatky o fytohormonech a huminovych kyselinach v souvislosti s vyluhem

z vermikompostu jsou popsany v dalsi kapitole.
1.3.3 Fytohormony a huminové kyseliny v produktech vermikompostace

Prestoze vyluh z vermikompostu obsahuje velké mnozstvi zivin, k pouziti pro rostliny je ¢asto
davkovan ve zfedéné formé, kterd jiZ tolik Zivin neobsahuje. I ptes to ale vykazuje biostimulacni
ucinky. Tyto efekty jsou pfisuzovany kombinovanému ucinku pfitomnosti mikroorganismi,

fytohormoni, polyfenolickych latek a huminovych kyselin [71,75].

Pfitomnost fytohormont v produktech vermikompostovani byla potvrzena jiz nékolika
studiemi. V praci autori Aremu et al. zroku 2015 bylo ve vyluhu pochézejiciho
z vermikompostace zahradniho odpadu identifikovano hned nékolik rostlinnych hormont. Byla
zjiSténa pfitomnost auxinu v jeho nejbéZnéjsi formé — kyseliné indol-3-octove, dale osmnact
ruznych forem giberelintl, z nichz 10 % z jejich celkového poolu tvotily bioaktivni formy, ¢tyfi
formy cytokininli a Sest typl brassinosteroidi. Zjist€éné mnozstvi fytohormonti se pohybovalo
fadoveé v pg/ml vyluhu s vyjimkou brassinosteroidi, u nichz bylo zjisténé mnoZzstvi nizsi
(fg/ml). Zjisténé formy ptislusnych fytohormonti i jejich koncentrace by byly schopné u rostlin
vyvolat pfislusné G€inky. Tomu také odpovidaly nckteré efekty pozorované v ramci fady
riznych samostatné vedenych studii, které se vlivem vyluhu z vermikompostu na rostliny
zabyvaly. Pozorovéna byla naptiklad stimulace cytoplasmatické H+ ATPasy, zjisténa také pti
exogenni stimulaci auxinem. ZlepSeni tolerance abiotického stresu u rostlin vystavenych
zasoleni a nedostatku Zivin po aplikaci vyluhu z vermikompostu by zase mohla nasvéd¢ovat
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ucinkiim pfitomnych giberelint i brassinosteroidi. Tato tolerance byla spojena se zvySenim
mnozstvi prolinu, spojeného se signalizaci v reakci na oxidativni stres a eliminaci reaktivnich
forem. Stejné tak byly u testovanych rostlin oSetfenych vyluhem z vermikompostu pozorovany
ucinky cytokinind, vyznacujici se mimo jiné podporou lateralniho riistu kofentt nebo produkce

chlorofylu a stimulace tvorby chloroplastii [60].

Studie autortit Hernandez et al. z roku 2015, zabyvajici se huminovymi kyselinami izolovanymi
z vyluhu z vermikompostu, popisuje po oSetieni zvyseni poctu listii u rostlin salatu. Piislusnymi
zjisSténymi zménami byl pokles celkovych sacharidl, narist celkovych proteinti, indukce
nitratreduktasy a fenylalaninamoniumlyasy v listech rostlin [76]. Dal$im znamym uc¢inkem
huminovych kyselin je také ucast na regulaci signalizace, a to jak hormonalni, tak i zaloZené na
reaktivnich formach kysliku. Zjistén byl napfiklad vliv stimulace cytoplasmatické H™ ATPasy,
ktery nasvédcuje urcité schopnosti huminovych kyselin mimikovat auxin. Kromé toho by se
huminové kyseliny, mohly podilet nejen na sorpci zivin a iontd kovu, ale i nékterych

organickych polutantli a zmirfiovat tak, jejich neptiznivy vliv na rostliny [70,76].

1.3.4 Zlepseni odpovédi rostlin na bioticky stres po aplikaci
vermikompostu

Také tcinky vyluhu z vermikompostu proti biotickému stresu byly podrobeny fad¢ studii. Bylo
zjisténo, Ze na potlaceni onemocnéni rostlin vlivem oSetfeni produkty vermikompostace se
podili fada mechanismt, které zahrnuji kompetici bakterii o Zziviny, antibiozu,
hyperparazitismus nebo indukovanou systémovou rezistenci. Dosud byly pozorovany ucinky
produktli vermikompostace napiiklad v redukci pocti hlistic a fady druhii fytopatogennich
bakterii a hub. Stejné jako v pfipadé zlepSeni odezvy na abioticky stres hraje vyznamnou roli
obsah fytohormonii, huminovych kyselin a polyfenolickych latek. Pfitomnost nckterych
fenolickych latek napiiklad napomadhala inhibici mnoZeni hlistic. Pozorovana byla také
antimikrobidlni aktivita spojovana s tekutinou vylu¢ovanou zizalami. Dale byly v produktech
vermikompostace popsany obranné reakce spojené s pfitomnosti nékterych bakterialnich
druhti. Napftiklad bakterie druhu Bacillus subtilis M29 napomohla s inhibici rastu onemocnéni
zpisobeného plisni druhu Botrytis cinerea vylu€ovanim velkého mnoZstvi VOC. Pozorovan
byl také napiiklad pozitivni vliv na stimulaci Ca*" dependentni signalizaéni drahy navozeny
myhorrhiznim druhem houby Mortierella hyalina, ktery vedl krozvoji rezistence vuci
patogenni houb¢€ Alternaria brassicae. Ackoliv konkrétni druhy mikroorganismu se dle ptivodu
vermikostovaného bioodpadu 1is$i a o jejich zastoupeni mnoho studii nepojednava, bylo by

mozné tohoto faktu vyuzit cilenou vermikompostaci nékterych bioodpadi a podpofit tak
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pfitomnost konkrétnich prospéSnych mikroorganismti. Napiiklad vermikompostaci bobovitych
rostlin by doslo ke zvySeni mnozstvi rhizobakteriadlnich druht, které se ukézaly jako ucinné pfi
inhibici rastu nékterych plisni. Vyhodu by bylo také zvySené mnozstvi dusiku ve
vermikompostu oproti jinym zpracovavanym materialim, jak bylo pozorovdno pfi

vermikompostaci rostlinnych zbytki janovce metlatého (Cytisus scoparius) [71,72].

1.3.5 Fytotoxicita vyluhu z vermikompostu

Vyluh z vermikompostu je Casto aplikovan v fedéné formé, a to bud’ ve formé zalivky, nebo
také postfiku. DalSim zplsobem aplikace je také pfidani do zivného roztoku v ptipadé
hydroponického péstovani [62,75]. Kromé péstovani rostlin bylo zivné médium obohacené
o vyluh z vermikompostu jiz pouzito také k primingu semen, u nichz byl nésledné¢ pozorovan
nariist odolnosti riistu pfi teplotach nad 40 °C [77]. A€koliv obecné uvadény doporuceny pomeér
vyluhu z vermikompostu ku vodé¢ je 1:9, nékteré¢ prace uvadéji i odlisné zvolena fedéni.
Napftiklad Katetina Klubalova ve své diplomové praci uvadi vhodné fedéni pro hydroponické
pestovani 1 : 40 [78]. Vedle toho Gutiérrez-Miceli et al. v praci z roku 2008 uvadéji, Ze jimi
pouzity vyluh z vermikompostu nebyl fedén vitbec a pro posileni i¢inkt byl navic kombinovan
s NPK hnojivy [62]. Vyznam diskuze fedéni vyluhu z vermikompostu lezi v problému
fytotoxicity pfili§ koncentrovanych davek. Ta je patrna piedev§im pii kliceni semen.
Fytotoxicita je Casto vysvétlovana kombinovanym efektem pravdépodobné vyvolanym
zasolenim, vysokou koncentraci polyfenolickych latek nebo neZadoucimi fyzikalnimi zménami
v pid¢. Univerzalni fedéni vyluhli z vermikompostu, pfedchazejici fytotoxickych ucink, tedy
nelze s jistotou urcit a miize se stejné jako pozorované pozitivni ucinky lisit nejen dle pivodu
vermikompostovaného materialu, ale také v zavislosti na cCetnosti, mnozstvi a zplisobu

davkovani nebo fazi riistu a druhu oSetfované rostliny [64,65].
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2 Cile prace

1. Charakterizace piirodnich biostimulantti na bazi koptivové jichy a vyluhu
z vermikompostu
2. Posouzeni vlivu biostimulanti na rist rostlin kukufice a antioxida¢ni systém

3. Analyza vlivu sucha na rostliny kukufice oSetfené biostimulanty
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie
1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH)
2,4,6-Tris(2-pyridyl-s-triazin) (TPTZ)

2-amino-2-methyl-1-propanol hydrochlorid (AMP)

3,3’-diaminobenzidin (DAB)

3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazon
hydrochlorid hydrat (MBTH)

3-morfolinopropan-1-sulfonové kyselina (MOPS)
Akrylamid
Azokasein
Bisakrylamid
Bradfordovo ¢inidlo
Bromfenolovd modf
Coomassie Brilliant Blue G-250
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
Dithiotreitol
Dodecylsiran sodny (SDS)
Dusi¢nan stiibrny
Dusik, kapalny
Ethanol 96% (w/v)
Ethylendiamintetraoctan sodny dihydrat (EDTA)
Fenazin methosulfat (PMS)
Fenol
Folin-Ciocalteuovo fenolové reagens
Formaldehyd 36-38% (w/v)
Glukosa
Glutathion, oxidovana forma
Glycerol
Glycin
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(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Merck KGaA, Némecko)
(Sigma-Aldrich, USA)

(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Bio-Rad, Némecko)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Lachema-Chemapol, CR)
(Lachema-Chemapol, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Linde Gas, CR)
(Lach-Ner, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(VWR Chemicals, USA)
(Lach-ner CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Lach-Ner, CR)

(VWR, USA)



Hovézi sérovy albumin (BSA)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
Hydroxid sodny

Chitin

Chlorid hotfecnaty

Chlorid zelezity hexahydrat

Kasein

Kyselina askorbova

Kyselina citronova bezvoda

Kyselina chlorovodikova 35% (w/v)
Kyselina octova 99 % (w/v)
Kyselina sulfanilova

Laminarin

L-tyrosin

Methyl-celulosa
N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin (TEMED)

Nikotinamidadenindinukleotid fosfat redukovany

Nitroblue tetrazolium chlorid (NTB)
Octan sodny trihydrat

Peroxid vodiku 30% (w/v)
Peroxodisiran amonny

Pierce Fluorescent Protease Assay Kit
p-nitrofenol

p-nitrofenylfosfat sodny hexahydrat (PNPP)
Polyvinylpolypyrrolidon (PVP)
Proteinovy standard 6,5-26,6 kDa
Proteinovy standard 10-250 kDa
Sacharosa

Siran amonno-zelezity dodekahydrat
Siran méd’naty pentahydrat

Thiosiran sodny

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
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(Sigma-Aldrich, USA)
(Penta, CR)

(VWR, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Reanal, Mad’arsko)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Lachema, CR)

(Penta, CR)

(Lachema, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Merc, Némecko)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Thermo Scientific, USA)
(PanReac AppliChem, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Lachema-Chemapol, CR)
(VWR Chemicals, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Thermo Scientific, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(PanReac AppliChem, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Serva, Némecko)
(Thermo Scientific; USA)
(Penta, CR)

(Penta,CR)

(Penta,CR)

(Lachema, CR)

(Roche Diagnostics, Némecko)



Trolox
Uhlicitan sodny
Vinan sodno-draselny

-merkaptoethanol

3.2 Laboratorni vybaveni

Analytické vahy XE-100 A
Centrifuga Universal 32 R

Cte&ka mikrotitraénich desti¢ek Infinite M200 Pro
Cte&ka mikrotitraénich desti¢ek Multiscan Go

Digitalni programovatelny rozvadé¢ MDZ3

Elektroforeticka sada Biometra

Elektroforeticka sada Mini-PROTEAN

[luminacni deska na gely Slimlite plano

Laboratorni vahy Kern 440-45

LED Osvétleni Zeus 600 W Pro
Lyofilizator Lyovac GT 2 E
Magneticka michacka RH basic
Mini inkubator

Péstebni stan Pro 150

pH metr UltraBASIC UB-10
Sonikator Sonixa Ultrasonic Cleaner
Spektrofotometr Helios a Spectronic
Spektrofotometr SPECORD 250 Plus
Stolni centrifuga miniSpin
Termoblok Elite

TermoMixer C

Ttepacka Multitron Standard
Ttepacka Thermal Shake lite

Vortex V-1 plus

Zdroj napéti Power Pack P25 T
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(Sigma-Aldrich, USA)
(Lachema, CR)
(Lachema, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)

(Denver Instrument Company, USA)
(Hettich Zentrifugen, Némecko)
(Tecan, Svycarsko)

(Thermo Fisher Scientific, USA)
(Malapa, CR)

(Biometra, Némecko)

(Bio-Rad, USA)

(Kaiser Fototechnik, Némecko)
(Kern, SRN)

(Lumatek, Malta)

(Finn-Aqua, Finsko)

(IKA, Némecko)

(Labnet, USA)

(Mammoth, Nizozemsko)
(Denver Instruments Company, USA)
(Soltec, Italie)

(Thermo Fisher Scientific, USA)
(Analytik Jena, Némecko)
(Eppendorf, Némecko)

(Major Science, Taiwan)
(Eppendorf, Némecko)

(Infors HT, Svycarsko)

(VWR, USA)

(Biosan, Litva)

(Biometra, Némecko)



3.3 Péstovani rostlin

3.3.1 Zdroj biostimulanta

Pouzity byly dva biostimulanty ptirodniho pivodu — koptivova jicha a vyluh z vermikompostu.
Kopftivova jicha byla pfipravena fermentaci nadzemnich ¢asti rostlin kopiiv ve vodé v poméru
1 : 5 (w/v) po dobu 4 tydni. Vyluh z vermikompostu byl obdrzen ve spolupraci s RNDr. Petrou
Inemannovou, Ph.D. z Ustavu pro Zivotni prostfedi PfF UK. Byl ziskan jako druhotny kapalny
produkt vermikompostace rostlinné biomasy — posekana trava (80 %), odpad z jablek (10 %),

kavova sedlina (10 %). Oba biostimulanty byly filtrovany pies gazu a lyofilizovany.

3.3.2 Experimentalni provedeni

Rostliny kukutice byly péstovany ve stanech Mamooth Pro 150 s vlastni regulaci vnitfniho
prostfedi a oddélenymi segmenty dne a noci (MDZ 3; Malapa). Teplota se pohybovala
v rozmezi 23-27 °C. Osvétleni (Zeus 600W; Lumatek) nastavené na 50 % bylo rostlinam
k dispozici po dobu osm hodin dennég. Interval noci byl nastaven na Sestnéct hodin. K péstovani

byly vyuzity plastové kvétinace (15 x 11,5 cm) s objemem 1,5 L.

Semena kukutice Zea mays L. kultivaru DKC 3969 (Monsanto, CR) byla vzdy vysazovéna asi
1 cm pod povrch substratu. Nasledné byl substrat dikladn€ navlhcen a kvétinace byly umistény
do plastovych tacii s poklopem pro udrzeni vlhkosti. Po vykli¢eni asi po jednom tydnu
pestovani byly rostliny opakované oSetieny zalivkou biostimulantii (koptivové jichy nebo
vyluhu z vermikompostu) podle Tab. 2—4. Biostimulanty byly aplikovany v podobé roztokt
lyofilizath. Kontrolni rostliny nebyly biostimulanty oSetfeny. V ramci optimalizace stanoveni
efektl biostimulantii byly rostliny oddélené péstovany ve tfech riznych experimentech. Fazi
rustu rostlin kukuftice pfed pridanim prvni zalivky biostimulanti ilustruje Obr. 5 na nasledujici

strané.
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Obr. 5 Rostliny kukufice kratce po vykli¢eni, pfed aplikaci prvni zalivky biostimulanti.

3.3.2.1 Experiment 1

Rostliny byly po vykli¢eni oSetfeny zalivkou 20 ml biostimulantu o koncentracich 0,5; 1; 1,5
a 3 g/l. Zalivka byla aplikovana dvakrat tydné€ po dobu dvou tydni. Tento experiment obsahoval
devét skupin rostlin popsanych v nasledujici Tab. 2. Kazda skupina sestavala ze tfi rostlin.

Rostliny byly sklizeny 24. den od vysazeni. Pro péstovani byl pouzit zahradnicky substrat

znacky Agro.

Tab. 2 Ptehled péstovanych skupin rostlin kukufice v rdmci experimentu 1.

Experiment 1- zahradnicky substrat (Agro)
Oznaceni Zpisob oSeti‘eni rostlin
K bez oSetreni
V0,5 vyluh z vermikompostu 0,5 g lyofilizatu/l
V1 vyluh z vermikompostu 1 g lyofilizatu/l
V1,5 vyluh z vermikompostu 1,5 g lyofilizatu/l
V3 vyluh z vermikompostu 3 g lyofilizatu/l
JO,5 koptivova jicha 0,5 g lyofilizatu/l
1 koptivova jicha 1 g lyofilizatu/l
J1,5 koptivova jicha 1,5 g lyofilizatu/l
I3 koptivova jicha 3 g lyofilizatu/l

3.3.2.2 Experiment 2

Dle vysledki z prvniho experimentu byly rostliny v druhém experimentu oSetieny vzdy

zalivkou 20 ml biostimulantu o koncentraci 20 g/l. Zalivka byla aplikovana dvakrat po dobu
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jednoho tydne. Poté byly rostliny rozdéleny na zalévané rostliny a rostliny vystavené suchu po
dobu osmi dnt. Tento experiment obsahoval Sest skupin rostlin popsanych v nasledujici Tab. 3.
Kazda skupina sestavala ze sedmi rostlin. Rostliny byly sklizeny 21. den od vysazeni. Pro

pestovani byl pouzit zahradnicky substrat znacky Agro.

Tab. 3 Ptehled péstovanych skupin rostlin kukufice v rdmci experimentu 2.

Experiment 2 — zahradnicky substrat (Agro)
Oznaceni Zpusob oSetieni rostlin
K bez oSetfeni
KS bez osetieni + 8 dni sucha
v vyluh z vermikompostu 20 g lyofilizatu/l
VS vyluh z vermikompostu 20 g lyofilizatu/l + 8 dni sucha
J koptivova jicha 20 g lyofilizatu/l
JS koptivova jicha 20 g lyofilizatu/l + 8 dni sucha

3.3.2.3 Experiment 3

Ve tfetim experimentu byl pokus se suchem opakovdn se substritem s nizSim obsahem
pfidanych zivin Original Light Mix znacky Biobizz. Zalivka o objemu 20 ml biostimulant
o koncentraci 20 g/l byla aplikovana dvakrat béhem jednoho tydne. Rostliny v tomto
experimentu byly také rozdéleny na zalévané rostliny a rostliny vystavené suchu, které nebyly
po dobu ctyf dnli zalévany. Tento experiment obsahoval Sest skupin rostlin popsanych
v nésledujici Tab. 4. Kazda skupina sestavala ze Ctyt rostlin. Rostliny byly sklizeny 21. den od

vysazeni.

Tab. 4 Ptehled péstovanych skupin rostlin kukufice v ramci experimentu 3.

Experiment 3 — substrat Original Light Mix (Biobizz)

Oznaceni Zpiisob oSetieni rostlin

K bez oSetieni

KS bez oSetieni + 4 dny sucha

v vyluh z vermikompostu 20 g lyofilizatu/l

VS vyluh z vermikompostu 20 g lyofilizatu/l + 4 dny sucha

J koptivova jicha 20 g lyofilizatu/l

JS koptivova jicha 20 g lyofilizatu/l + 4 dny sucha
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3.3.3 Sklizen rostlin

Byly odebrany zvlast' vzorky list, kofent, stonkii a plidy. Z téchto rostlinnych ¢asti byl
vytvoien smésny vzorek rozdéleny na mensi podily o hmotnosti 1-1,5 g listi; 3—4 g stonkt
a 0,2-0,3 g kotent pro kazdou experimentalni skupinu. VSechny vzorky byly ihned po odebrani
zamrazeny Vv kapalném dusiku. Rovnéz z pidy jednotlivych skupin byl vytvofen smésny
vzorek, ktery byl dale lyofilizovan a pfeset na situ s primérem 500 pm. VSechny odebrané

vzorky byly dale uchovavany pii —80 °C.
3.4 Priprava materialu pro analyzy

3.4.1 Priprava extraktt z listt a korent rostlin

Vzorky listl a kotenti byly pro veskera stanoveni homogenizovana ve tfeci misce s kapalnym
dusikem. K homogenizatu ptidano prislusné extrakéni ¢inidlo dle pouzité metody (viz Metody)
a extrakce probihala pfi laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut. Pomér Cerstvé hmotnosti
ku extrakénimu €inidlu byl v pfipadé€ listd 1:2 az 1:4 a v ptipad€ kotent 1:1 az 1 : 2. Pfi
extrakci rostlinného materidlu ur€enému ke stanoveni enzymovych aktivit bylo k extrakénimu
¢inidlu pfiddvano také pftiblizné 0,02 g/ml PVP. Extrakty byly ziskany po odstfedéni na
centrifuze Hettich Zetrifugen 32R pii 16 600% g po dobu 15 min a 4 °C

3.4.2 Pr¥iprava roztoku biostimulantt

Lyofilizované  biostimulanty byly extrahovany pievedenim navazky lyofilizatu
do mikrozkumavky a pfiddnim extrak¢éniho ¢inidla. Pfevedeni do roztoku, kterému pfedchazelo
dikladné promichdni na vortexu probihalo po dobu 15 minut (tfepacka Thermal Shake lite;
25 °C; 200 RPM). Supernatanty byly ziskany po odstfedéni na centrifuze pfi 16600% g po dobu
10 min. Maximalni mnoZstvi biostimulanti pfeveditelné do roztokli bylo 100 g/l v ptipadé
koptivové jichy a 60 g/l v ptipadé€ vyluhu z vermikompostu. Takto ptfipravené roztoky byly dale
fedény dle kalibracniho rozsahu dané metody. V piipad¢ stanoveni proteas bylo porovnano
pouziti extraktu z biostimulantli s pfidanim lyofilizatu biostimulantu pfimo do reakéni smési.
(viz Metody). Pro elektroforetickou separaci peptidii byly pouzity roztoky biostimulantl
o koncentraci 20 a 50 g/l v ptipad¢ koptivové jichy a 20 a 60 g/l v ptipad¢ vermikompostu.

3.4.3 Priprava vzork z pudy pro analyzy

V pfipad¢ stanoveni enzymovych aktivit v ptidé¢ obsahovala reak¢ni smés vzdy 5 mg vzorku
pudy. Pro stanoveni endoglykosidas byl pouZit extrakt pudy ptfipraveny z 1 g pidy v 7 ml

extrakéniho ¢inidla (viz Metody).
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3.5 Metody

3.5.1 Stanoveni obsahu proteint dle Bradforda

Stanoveni obsahu proteint dle Bradforda je zaloZeno na navéazéani barviva Coomassie Brilliant
Blue G-250 na protein. Reakce probihd v kyselém prostiedi a vazba barviva posouva jeho

absorpéni maximum z 465 na 595 nm [79].

Do jamek mikrotitracni desticky bylo v triplikatech pipetovano vzdy 20 pl vhodné zfedénych
extraktl listt a kotentl. Ty byly ptipraveny extrakci v pufru o pH = 7,5 (100mM Tris-HCI; SmM
EDTA; ImM DTT,; 10mM kyselina askorbova) viz Pfiprava materidlu pro analyzy. Do kazdé
jamky bylo ptfidano 200 pl Bradfordova ¢inidla a vzorky byly inkubovany po dobu 10 minut.
Poté byl méfen pomér absorbanci pii 595 a 450 nm. Kalibrace byla zhotovena ze standardnich

roztokd BSA v rozsahu 0,1-0,5 mg/ml. V blanku byl misto vzorku pouzit stejny objem pufru.

3.5.2 Stanoveni mnozstvi proteina dle Lowryho

Stanoveni obsahu proteini metodou dle Lowryho je zaloZeno na reakci Cu®* iontii s peptidovou
vazbou v alkalickém prostfedi. Tato reakce v kombinaci s oxidaci postrannich fetézct

aminokyselin cysteinu, tyrosinu a tryptofanu poskytuje modré zbarveni [79].

Do jamek mikrotitracni desticky bylo v triplikatech pipetovano vzdy 15 pl vhodné ziedénych
roztoktli biostimulantti. Ty byly pfipraveny rozpusténim v pufru o pH = 7,5 (100mM Tris; SmM
EDTA; ImM DTT; 10mM kyselina askorbova) viz Ptiprava materialu pro analyzy. Do kazdé
jamky bylo pfidano 165 pl cerstvé smichaného roztoku C (roztok 2% (w/v) Na;CO; v IM
NaOH a roztok 0,5% (w/v) CuSO4 v 1% (w/v) vinanu sodno-draselném v poméru 50:1)
a vzorky byly inkubovany 10 minut. Déle bylo pfidano 20 pl 50% (v/v) Folin-Ciocalteuova
¢inidla a vzorky byly inkubovany 30 minut. Poté byla métfena absorbance pti 700 nm. Kalibrace
byla zhotovena ze standardnich roztoktt BSA v rozsahu 0,1-0,7 mg/ml. V blanku byl vzorku

pouzit stejny objem pufru.
3.5.3 Stanoveni obsahu fenolickych latek

Obsah fenolickych latek byl stanoven Folin-Ciocalteuovou metodou. Komplexy kyseliny
molybdenové a wolframové pfitomné ve Folin-Ciocalteuové Cinidle piijimaji v zasaditém
prostiedi elektrony od fenolickych latek pfitomnych v extraktu. Tyto reakce vedou ke vzniku

modrého zbarveni [80].
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Vramci této metody byl stanovovan obsah fenolickych latek v roztocich biostimulant
a v extraktech listi a kofenti studovanych rostlin. Do jamek mikrotitraéni desticky bylo
v triplikatech pipetovano vzdy 20 pl vhodné ziedénych vzorkl. Ty byly pfipraveny rozpusténim
nebo extrakci v 50% (v/v) ethanolu viz Ptiprava materialu pro analyzy. Do kazdé jamky bylo
ptidano 100 pl komeréniho 10% (v/v) Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Vzorky byly inkubovéany
po dobu 4 minut. Déle bylo do kazdé jamky ptidano 80 pl Na,COs o koncentraci 75 g/l a vzorky
byly inkubovéany dalSich 28 minut. Poté byla méfena absorbance pii 760 nm. Kalibrace byla
zhotovena ze standardnich roztoka fenolu v rozsahu 50-850 uM. V blanku byl misto vzorku

pouzit stejny objem demineralizované vody.

3.5.4 Stanoveni antioxida€ni kapacity metodou FRAP

Stanoveni antioxidacni kapacity pomoci metody FRAP (z aj. ferric ion reducing antioxidant
power) je zalozeno na schopnosti antioxidanti ptitomnych v rostlinném extraktu redukovat
zelezity komplex [Fe(TPTZ)s;]*" na komplex Zeleznaty [Fe(TPTZ):]** za vzniku modrého

zbarveni. Tato reakce probiha v kyselém prostiedi [80].

V ramci této metody byla stanovovana antioxidac¢ni kapacita v roztocich z biostimulanti
a extraktech listd a kofeni studovanych rostlin. Do jamek mikrotitracni desticky bylo
v triplikatech pipetovano vzdy 40 pl vhodné zifedénych vzorku. Ty byly pfipraveny rozpusténim
nebo extrakci v 50% (v/v) ethanolu viz Pfiprava materidlu pro analyzy. Do kazdé jamky bylo
ptidano 200 pl pted svétlem chranéného FRAP cinidla. To bylo pfipravovano vzdy Cerstvé
smichanim roztoktt TPTZ, FeCls; a acetatového pufru v pomeéru 5:2:13. Slozeni téchto
roztokli bylo nasledujici: 700uM TPTZ rozpustény v 40mM HCI, 20mM vodny roztok FeCl;
a 300mM roztok acetatového pufru o pH = 3,6. Vzorky byly inkubovéany po dobu 10 minut.
Poté byla méfena absorbance pii 593 nm. Kalibrace metody byla zhotovena ze standardnich
roztokt kyseliny askorbové v rozsahu 10—-100 pmol/l. V blanku byl misto vzorku pouzit stejny

objem demineralizované vody.

3.5.5 Stanoveni antioxidaéni kapacity metodou DPPH

Stanoveni antioxidacnich vlastnosti pomoci metody DPPH je zaloZeno na schopnosti
antioxidantl pfitomnych v extraktu biostimulanti zhéset tento volny radikal. Relativné stabilni
radikdl DPPH pfijima atomy vodiku poskytnuté antioxidantem. Tuto reakci provazi barevna

zména reakcéni smési z fialové na zlutou [80].
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Do jamek mikrotitra¢ni desti¢ky bylo v triplikatech pipetovano vzdy 50 pl vhodné zfedénych
roztokll biostimulant. Ty byly pfipraveny rozpusténim v 50% (v/v) ethanolu viz Pfiprava
materialu pro analyzy. Do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl 96% (w/v) ethanolu a 50 pl pied
svétlem chranéného roztoku DPPH. Roztok DPPH o koncentraci 400 uM v 96% (w/v) ethanolu,
byl ptipravovan vzdy Cerstvy a pouzivan byl pouze dalSich 30 minut po pfipraveni. Vzorky byly
inkubovéany po dobu 12 minut. Poté byla méfena absorbance pii 517 nm. Kalibrace metody
byla zhotovena ze standardnich roztoku troloxu v rozsahu 40—160 umol/l. V blanku byl misto
vzorku pouzit stejny objem demineralizované vody, vynechan byl ale i pfidavek roztoku DPPH,
ktery byl nahrazen 96% (w/v) ethanolem. M¢feni zahrnovalo také referenci, kde byl vzorek

nahrazen demineralizovanou vodou.

3.5.6 Stanoveni celkovych sacharidti dle Duboise

Obsah celkovych sacharid byl stanoven metodou dle Duboise. Principem této metody je
dehydratace sacharidli kyselinou sirovou. Vznikly fural (v pfipad¢ pentos) nebo 5-hydroxy-

methylfural (v pfipad€ hexos) kondenzuje s fenolem za vzniku ¢erveného zbarveni [81].

Do sklenénych zkumavek byl v triplikatech pipetovan 1 ml vhodné zfedéného extraktl z listi.
Ty byly pfipraveny extrakci v pufru o pH = 7,5 (100mM Tris-HCl; 5SmM EDTA; 1mM DTT;
10mM kyselina askorbova) viz Piiprava materialu pro analyzy. Dale byl pfidan 1 ml 5% (w/v)
fenolu a 5 ml 98% (w/v) H2SOa4. Po promichéani byl roztok inkubovan po dobu 30 minut pfi
laboratorni teploté. Nasledné byla ve sklenéné kyvete o optické délce 1 cm métena absorbance
pii 490 nm. Kalibrace metody byla zhotovena ze standardnich roztoka glukosy v rozsahu

0,2—-1 mM. Blank byl pfipraven nahrazenim vzorku demineralizovanou vodou.

3.5.7 Stanoveni aktivity glutathionreduktasy

Aktivita glutathioreduktasy byla stanovena na zaklad¢ kinetického méteni, pii kterém byl

sledovan ubytek mnozstvi NADPH v reakéni smési [82].

Extrakty listh a kotenti byly pfipraveny extrakci v pufru o pH = 7,5 (100mM Tris-HCI; SmM
EDTA; ImM DTT; 10mM kyselina askorbova) viz Ptiprava materidlu pro analyzy. Reakéni
smés byla v triplikatech pipetovana do plastovych kyvet o optické drdze 1 cm a o celkovém
objemu 1 ml. Smés obsahovala: 0,2mM NADPH; 1,3mM oxidovanou formu glutathionu;
0,ImM EDTA; 125mM Tris-HCI pufr o pH = 8. Reakce byla vzdy zahdjena ptidanim 40 ul
enzymového extraktu. Po zahdjeni reakce byl sledovan pokles absorbance pii 340 nm po dobu

10 minut pii 30 °C.
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3.5.8 Stanoveni aktivity proteas
3.5.8.1 Stanoveni aktivity proteas pomoci azokaseinu

Stanoveni proteolytické aktivity pomoci azokaseinu je zaloZeno na uvolnéni ¢erveno-oranzové

chromoforové skupiny po hydrolyze tohoto substratu [83].

V ramci této metody byla stanovovana aktivita proteas v roztocich biostimulanti v porovnani
s jejich navazkou 4 mg v ptipad¢ koptivové jichy a 6 mg v ptipad¢ vyluhu z vermikompostu.
Ty byly piipraveny extrakci v Mcllvainové pufru o pH = 6,5 (0,1M kyselina citronova; 0,2M
NaxHPO4) v souladu s pH optimem viz Pfiprava materialu pro analyzy. V ptipad¢ navazky bylo

pfimo do mikrozkumavek navazovano 4 mg koptivové jichy a 6 mg vyluhu z vermikompostu.

Do mikrozkumavek obsahujicich bud’ navazku jednotlivych biostimulanti nebo 10 ul roztoku
bylo v triplikatech pipetovano 25 ul Mcllvainova pufru o pH = 6,5 a 15 pul vody. Reakce byla
zahdjena ptidanim 50 pl 1,25% (w/v) azokaseinu. Nasledovala inkubace (tfepacka Thermal
Shake lite; 37 °C; 300 RPM) po dobu 60 minut v ptipadé¢ jichy a 24 hodin v pfipadé vyluhu
z vermikompostu. Reakce byla po uplynuti inkubaéni doby zastavena ptidanim 17 pl 25% (v/v)
kyseliny trichloroctové a vznikla srazenina byla odstfedéna na stolni centrifuze MiniSpin pfi
12100% g po dobu 5 minut. Nasledn¢ bylo do jamky mikrotitracni desticky pfeneseno 100 pl
supernatantu, ke kterému bylo pfidano 100 pul 2M NaOH. Byla métena absorbance pii 450 nm.
Kalibrace metody byla zhotovena z dvojkové geometrické fedici fady roztoku 1,25% (w/v)
azokaseinu. Blank byl pfipraven pfidanim vzorkl do reakéni smési jiz obsahujici 17 pl 25%

(v/v) kyseliny trichloroctové.

3.5.8.2 Stanoveni aktivity proteas pomoci kaseinu

Stanoveni  proteolytické  aktivity = spocivd v kvantifikaci  uvolnénych  peptidi
s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem po hydrolyze kaseinu. NeStépeny protein je odstranén
precipitaci a naslednou centrifugaci. Vysledkem této reakce, probihajici v zdsaditém prostiedi,

je vznik modrého zbarveni [84].

V ramci této metody byla stanovovana aktivita proteas v extraktech kofent. Pro méteni aktivity
proteas touto metodou byly enzymové extrakty ptipraveny extrakci v Mcllvainové pufru
opH=9 (0,2M Na;HPO4) v souladu s pH optimem viz Pfiprava materidlu pro analyzy.
Do mikrozkumavek bylo v triplikatech pipetovano 20 pul Mcllvainova pufru o pH = 9 (0,2M
NaxHPO4) a 20 ul 0,65% (w/v) kaseinu (pfipraveného rozpousténim kaseinu v 1% (w/v)
roztoku NaxCOj3 po dobu 10 minut pii 85 °C, pH bylo nésledné upraveno na hodnotu 7 pomoci

39



koncentrované HCI). Reakce byla zahajena pfidanim 20 pl enzymového extraktu. Néasledovala
inkubace po dobu 4 hodin (tiepacka Thermal Shake lite; 37 °C; 300 RPM). Reakce byla
zastavena piidanim 40 pl 25% (v/v) kyseliny trichloroctové a vznikla sraZzenina byla odstfedéna
na stolni centrifuze MiniSpin pii 12100x g po dobu 5 minut. Nésledné bylo do jamky
mikrotitra¢ni desticky preneseno 40 pl supernatantu, k némuz bylo ptidano 160 ul 6% (w/v)
NaxCOs3 a 40 pl 25% (v/v) Folin-Cioalteuova ¢inidla. Nasledné byla métena absorbance pti 750
nm. Kalibrace metody byla zhotovena ze standardnich roztokti L-tyrosinu v rozsahu 55-400
uM. Blank byl ptipraven pfidanim daného enzymového extraktu do reak¢ni smési jiz obsahujici

40 pl 25% (v/v) kyseliny trichloroctové.

3.5.8.3 Stanoveni aktivity proteas metodou s fluorescenéné znaéenym
kaseinem
Stanoveni proteolytické aktivity metodou s kaseinem znafenym izokyanatem fluoresceinu
je zalozeno na zvyseni celkové intenzity fluorescence vlivem hydrolyzy tohoto substratu.
Izokyanat fluoresceinu, ktery vystupuje soucasné jako donor i akceptor fluorescencniho
pfenosu FRET (z aj. fluorescence resonance energy transfer) vykazuje vlivem fragmentace

kaseinu pokles zhaseni fluorescence [85].

V ramci této metody byla stanovovéna aktivita proteas v pude. Do mikrozkumavek s pfedem
navazenou pidou o hmotnosti 5 mg bylo v triplikatech pipetovano 200 pl 100mM pufru
Tris-HCl o pH =7 a 200 pl pracovniho roztoku (30 pl alikvotu zasobniho roztoku fluorescencné
znacen¢ho substratu; 15 ml 100mM pufru Tris-HCI o pH = 7). Zasobni roztok obsahujici
fluorescenén¢ znaceny substrat byl dle pokynti vyrobce ptipraven rozpusténim 2,5 mg substratu
v 500 pl ultracisté vody. Nasledné byl rozdélen na alikvoty po 30 pl, které byly uchovany pfi
20 °C. Reak¢ni smés byla promichana na vortexu a nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny ve
tm¢ (tfepacka Thermal Shake lite; 30 °C; 900 RPM). Po ukonceni inkubacni doby byla ptida
odstfedéna na stolni centrifuze MiniSpin pii 12100x g po dobu 5 minut. Supernatant o objemu
200 pl byl pfenesen do desticky (Corning 96 Flat Bottom Black Polystyrol) a byla zmétena
fluorescence (Aex/em = 485/538 nm).

3.5.9 Stanoveni aktivity fosfatas

Stanoveni aktivity kyselych a alkalickych fosfatas je zaloZeno na odStépeni fosfatu
z p-nitrofenylfosfatu (PNPP) v kyselém, potazmo alkalickém prostfedi. Produktem reakce je

zluty p-nitrofenol [86].
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3.5.9.1 Stanoveni aktivity alkalickych fosfatas v korenech

Pro méfeni aktivity alkalickych fosfatas touto metodou byly extrakty pfipraveny extrakci
koteni v250mM AMP-NaOH pufru o pH = 9 vsouladu se stanovenym pH optimem
viz Pfiprava materialu pro analyzy. Do jamek mikrotitracni desticky bylo v triplikatech
pipetovano vzdy 20 ul extraktu kotfenti. Do kazdé jamky bylo déle ptidano 20 pl 250mM
AMP-NaOH pufru o pH = 9 a enzymova reakce byla zahdjena ptidanim 20 pul 20mM PNPP.
Nartst absorbance spojeny s pritbéhem enzymové reakce byl méfen kontinualné pii 405 nm pfi
30 °C po dobu 30 minut. Kalibrace metody byla zhotovena ze standardnich roztoka

p-nitrofenolu v rozsahu 20-500 pM.

3.5.9.2 Stanoveni aktivity alkalickych fosfatas v pudé

Do mikrozkumavek s pfedem navdzenou plidou o hmotnosti 5 mg bylo v triplikatech
pipetovano 100 pl 250mM AMP-NaOH pufru o pH = 9. Enzymové reakce byla zahajena
pfidanim 100 pul 20mM PNPP. Reakéni smés byla promichana a nasledovala inkubace ve tmé
po dobu: 40 minut — experiment 1, 30 min — experiment 2 a 3 (tfepacka Thermal Shake lite;
30 °C; 850 RPM). Po ukonceni inkubacni doby byla pida odstfedéna na stolni centrifuze
MiniSpin pii 12100% g po dobu 5 minut. Supernatant o objemu 60 pl byl nasledné pienesen
do desticky a byla méfena absorbance pii 405 nm. Kalibrace metody byla zhotovena
ze standardnich roztokd p-nitrofenolu v rozsahu 5-150 uM. Blank byl pfipraven pfidanim

daného enzymoveého extraktu do reak¢éni smési a okamzZitym odstiedénim bez inkubace.

3.5.9.3 Stanoveni aktivity kyselych fosfatas v korenech

Pro meéfeni aktivity kyselych fosfatas v kofenech byly extrakty pfipraveny extrakci
v Mcllvainové pufru o pH = 6 (0,1M kyselina citronova; 0,2M Na;HPOs) v souladu
se stanovenym pH optimem viz Pfiprava materidlu pro analyzy. Do jamek mikrotitracni
desticky bylo v triplikatech pipetovano vzdy 20 pl extraktu. Do kazdé jamky bylo dale ptidano
10 pl Mcllvainova pufru o pH = 6 a enzymova reakce byla zahdjena pfidanim 10 pl 20mM
PNPP. Reakéni smés byla promichana a nasledovala inkubace po dobu: 60 minut
— experiment 1, 15 minut — experiment 2, 5 minut — experiment 3; pozn. ¢tyfikrat fedény extrakt
(Mini inkubator Labnet; 30 °C). Po uplynuti inkubacni doby byla reakce zastavena 80 pl
250mM AMP-NaOH pufru o pH = 9 a roztok byl odstfedén na stolni centrifuze MiniSpin pfi
12100% g po dobu 5 minut. Supernatant o objemu 120 pl byl néasledné pfenesen do destiCky

a byla zmé&fena absorbance pii 405 nm. Kalibrace metody byla zhotovena ze standardnich

41



roztokdl p-nitrofenolu v rozsahu 20-500 pM. Blank byl pfipraven pifiddnim daného

enzymového extraktu do reakéni smési jiz obsahujici 80 pl zastavujiciho pufru.

3.5.9.4 Stanoveni aktivity kyselych fosfatas v padé

Do mikrozkumavek s pfedem navazenou pidou o hmotnosti 5 mg bylo v triplikatech
pipetovano 100 pl Mcllvainova pufru o pH = 6 a enzymovéa reakce byla zahajena ptfidanim
100 ul 20mM PNPP. Reak¢ni smés byla promichdna a nasledovala inkubace po dobu: 60 minut
— experiment 1; 30 min — experiment 2 a 3 (tiepacka Thermal Shake; 30 °C; 850 RPM).
Po uplynuti inkubaéni doby byla reakce zastavena 800 pl 250mM AMP-NaOH pufru o pH =9
a roztok byl odstfedén na stolni minicentrifuze MiniSpin pii 12100x g po dobu 5 minut.
Supernatant o objemu 120 ul byl nésledné prenesen do desticky a byla zmétena absorbance pti
405 nm. Kalibrace metody byla zhotovena ze standardnich roztokil p-nitrofenolu v rozsahu
20-500 uM. Blank byl ptipraven pfidanim dané¢ho enzymového extraktu do reakéni smési jiz

obsahujici 800 ul zastavujiciho pufru.

3.5.10 Stanoveni aktivity B-1,3-glukanasy, celulasy a chitinasy

Stanoveni aktivity endoglykosidas je zaloZzeno na vzniku novych redukujicich konci, a tedy
na detekci aldehydii pomoci tvorby adukti reakci s jednou molekulou MBTH v zasaditém
prostiedi, kdy je vznik aduktu podpofen zvySenim teploty. Ve druhém kroku probihajicim
v kyselém prostiedi za plisobeni oxida¢niho ¢inidla dochazi k navézani druhé molekuly MBTH.

Ta zptsobuje vznik zeleného zbarveni [87].

Aktivita endoglykosidas — -1,3-glukanasy , celulasy a chitinasy, byla stanovovana v roztocich
biostimulanti a v extraktech pidy. Vzorky biostimulanti byly pfipraveny rozpusténim
v 100mM MOPS-NaOH pufru o pH = 5 v souladu s pH optimem viz Pfiprava materialu pro
analyzy. Vzorky pudy byly pfipraveny extrakci 1 g pdy v 7 ml téhoz pufru. Po 60minutové
extrakci (tfepacka Multitron Standard; 37 °C) nasledovalo odstfedéni 1,5 ml vzorku

pfi 12100% g na stolni centrifuze MiniSpin po dobu 10 minut.

Do mikrozkumavek bylo v triplikatech pipetovano 8 pl enzymového extraktu a 20 ul 100mM
MOPS-NaOH pufru o pH = 5. Enzymova reakce byla zahdjena pfidanim 12 pl substratu.
Substraty o koncentraci 1,6 mg/ml pro stanoveni endoglykosidas byly nésledujici: laminarin
(B-1,3-glukanasa), chitin (chitinasa), methyl-celulosa (celulasa). Nasledovala inkubace po
dobu: 20 minut — charakterizace biostimulantii, 60 minut — ptida experiment 3 (tfepacka

Thermal Shake; 37 °C; 300 respektive 900 RPM). Po uplynuti inkuba¢ni doby byla reakce
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zastavena pfidanim 40 pl 0,5M NaOH. Déle bylo ptidano také 40 pl MBTH c¢inidla (3 mg/ml
MBTH a1 mg/ml DTT v poméru 1 : 1), se kterym byl roztok inkubovan dalSich 15 minut
(termoblok Elite; 80 °C). Po vychlazeni na laboratorni teplotu bylo piidano 80 ul Fe*" ¢inidla
(0,5% (w/v) FeNH4(SO4)2; 0,5% (w/v) kyselina sulfanilova; 0,25M HCI). Nasledné bylo do
desticky pipetovano 100 pl vybarveného roztoku a byla zméfena absorbance pii 630 nm.
Kalibrace metody byla zhotovena ze standardnich roztokl glukosy v rozsahu 100—700 uM.
Blank byl pfipraven piidanim dané¢ho enzymového extraktu do reakcni smeési jiz obsahujici

40 pl hydroxidu.

3.5.11 Nativni elektroforeticka separace

Nativni elektroforetickd separace umoznuje déleni proteini v gelu podle néboje
v nedenaturujicim prostiedi. Diky tomu umoziiuje zachovani jejich enzymové aktivity, kterou

je mozné vizualizovat pomoci barvicich technik.

Mezi skla umisténd do elektroforetické aparatury byla nejprve pipetovana smés na piipravu
10% (w/v) déliciho gelu. Smés o objemu 20 ml obsahovala: 7,9 ml demineralizované vody;
6,7 ml 30% (w/v) smési akrylamidu a bisakrylamidu (29,2% (w/v) akrylamid; 0,8% (w/v)
bisakrylamid); 5 ml 1,5M Tris-HCI pufru o pH 8,8; 200 ul 10% (w/v) glycerolu; 8 ul TEMED
a200 pl 10% (w/v) peroxodisiranu amonného. Dé€lici smés byla prevrstvena demineralizovanou

vodou a ponechéna k polymeraci po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté.

Na polymerovany délici gel byla nasledné pipetovana smés na 5% (w/v) zaostfovaci gel. Smés
oobjemu 10 ml obsahovala: 6,8 ml demineralizované¢ vody; 1,7 ml 30% (w/v) smési
akrylamidu a bisakrylamidu; 1,25 ml 0,5M Tris-HCI pufru o pH 6,8; 100 ul 10% (w/v)
glycerolu; 10 ul TEMED a 100 pl 10% (w/v) peroxodisiranu amonného ptidaného tésné pred
prenesenim smeési mezi skla. Thned poté byl mezi skla vlozen plastovy hieben, tvofici jamky
pro naneseni vzorkll. Zaostfovaci gel byl ponechan k polymeraci po dobu 20 minut pii

laboratorni teplot¢.

Polymerované polyakrylamidové gely byly umistény do elektroforetické vany, kterd byla
naplnéna elektrodovym pufrem o pH 8,3 (250mM glycin; 25mM Tris; 0,1% (v/v) roztok
glycerolu). Pro nativni elektroforetickou separaci byly extrakty listi a kofenii piipraveny
extrakei v pufru o pH = 7,5 (100mM Tris-HCl; 5mM EDTA; ImM DTT; 10mM askorbat)
viz Ptiprava materialu pro analyzy. Do jamek zaostfovaciho gelu byl nasledné pipetovan rizny
objem vhodné zfedénych extraktl v 20% (w/v) roztoku sachardzy v rozsahu objemt 5-25 pl.

Pipetovany objem byl zvolen na zéklad¢ obsahu proteint v jednotlivych vzorcich, tak aby
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v kazdé jamce byla stejna celkova hmotnost proteind (25 pg). Pfed zahajenim elektroforézy
bylo volné do prostoru vany piridano 200 pl 0,1% (w/v) bromfenolové modii jakozto indikéatoru
konce elektroforézy. Dale byla aparatura piipojena ke zdroji elektrického proudu a separace
proteintl v zaostfovacim gelu probihala pii 70 V. Po pfechodu proteint do dé¢liciho gelu bylo

napéti zvySeno na 180 V.

V gelu s elektroforeticky separovanymi vzorky byly dale detekovany enzymové aktivity.
Inkubacni smési se sklddaly z jednoho €i vice nasledné ptidavanych roztoka, které obsahovaly
potiebné prostiedi, substraty a barvici slozky. V barvicich roztocich byly gely ponechany
do kompletniho vybarveni. Isoformy jednotlivych enzymii a jejich relativni intenzita
odpovidajici enzymové aktivité¢ byla vyhodnocena pomoci programu GelAnalyzer. Isoformy

byly Cislovany vzestupné dle umisténi v gelu.
3.5.11.1 Detekce aktivity celkovych peroxidas

Inkubacni smés pro detekci aktivity peroxidas obsahovala 18,8mM DAB v 96% (w/v) EtOH;
100mM fosfatovy pufr pH = 7 a 388mM H20.. Objem smési pro barveni jednoho gelu €inil

10 ml. Pro rozpousténi DAB byla vyuzita sonikace (Sonikator Sonixa Ultrasonic Cleaner) [88].

3.5.11.2 Detekce aktivity askorbatperoxidasy

Nejdtive probihala inkubace v ekvilibraénim pufru (50 mM fosfatovy pufr o pH = 7; 2mM
kyselina askorbovd) po dobu 5 minut. Dale nasledovala inkubace v reakéni smési (50 mM
fosfatovy pufr o pH = 7; 4mM kyselina askorbova; 2mM peroxid vodiku) po dobu 20 minut.
Gel byl nasledné promyvan po dobu 1 minuty S0mM fosfatovym pufrem o pH = 7 a nakonec
byl vlozen do barvici smési (50mM Tris-HCI pufru o pH 7,8; 28mM TEMED a 2,45mM NBT)
[88].

3.5.11.3 Detekce aktivity glutathion-S-transferasy

Nejdtive probihala inkubace ve smési I (100mM fostatovy pufr o pH = 6,5; 4,5mM redukovana
forma glutathionu; ImM CDNB; 1mM NBT) po dobu 10 minut (Mini inkubator Labnet; 37 °C).
Tato smés byla chranéna pied svétlem. Po oplachnuti v demineralizované vodé¢ nésledovala
inkubace ve smési II (100mM Tris-HCI pufr o pH = 9,6; 3 mM PMS) az do pozadovaného
vybarveni. Objem kazdého pouzitého roztoku pro 1 gel ¢inil 10 ml [88].
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3.5.11.4 Detekce aktivity NADPH-oxidasy

Inkubacni smés pro detekci NADPH-oxidasy obsahovala 50mM Tris-HCI pufr o pH = 7.5;
0,2mM NBT; 0,1 mM MgCl,; ImM CaCl, a 0,2mM NADPH. Objem smési pro barveni jednoho
gelu ¢inil 10 ml [89].

3.5.12 Elektroforeticka separace proteinu v prostredi SDS

SDS elektroforetickd separace umoznuje deleni proteind v gelu dle molekulové hmotnosti.

To je zaloZeno na schopnosti SDS proptij¢it denaturovanym proteintim jednotny zaporny naboj.

Mezi skla elektroforetické aparatury byla pipetovana smes k ptipravé 12% (w/v) déliciho gelu,
ktera obsahovala: 6 ml 30% (w/v) smési akrylamidu a bisakrylamidu; 4,9 ml demineralizované
vody; 3,8 ml 1,5M Tris-HCI o pH = 8,8; 150 ul 10% (w/v) SDS, 6 ul TEMED a 150 pul 10%
(w/v) peroxodisiranu amonného. Po pfevrstveni demineralizovanou vodou byl gel ponechan
polymerizovat po dobu 30 min pii laboratorni teploté. Na d¢lici gel byla nasledné pipetovana
smés k pfiprave 5% (w/v) zaosttovaciho gelu, kterd obsahovala: 670 ul 30% (w/v) smési
akrylamidu a bisakrylamidu; 2,7 ml destilované vody; 500 pl 0,5M Tris-HCI o pH = 6,8; 40 pul
10% (w/v) SDS; 4 ul TEMED a 40 pl 10% (w/v) peroxodisiranu amonného. Po vlozeni
plastového hiebenu byl zaostrovaci gel ponechdn polymerovat po dobu 20 minut pfi laboratorni

teploté.

Pro elektroforetickou separaci byly biostimulanty pievedeny do roztoku rozpusSténim
v Mcllvainové pufru o pH = 6,5 (IM kyselina citronova; 0,2M Na,HPOs4) viz Ptiprava
materidlu pro analyzy. Roztoky biostimulant o objemu 20 ul byly nasledné smichany s 20 pl
dvakrat koncentrovaného redukéniho pufru (2,4 ml demineralizované vody; 2,6 ml 0,5M Tris-
HCl o pH = 6,8; 2 ml glycerolu; 2 ml 10% (w/v) SDS; 500 pl B-merkaptoethanolu a 500 pl 1%
(w/v) bromfenolové modii) a nasledovala denaturace po dobu 5 minut (Termoblok Elite; 100
°C). Pipetovany objem kazdého roztoku pro jeden gel ¢inil 20 pl. Objem komeréni standardni
smési proteinli byl 5 pl. Elektroforetickd separace probihala v prostedi elektrodového pufru
o pH = 8,3 (124mM Tris; 0,95M glycin; 17mM SDS) nejprve pii 70 V a po prechodu proteinti
do déliciho gelu pifi 140 V. Po ukonleni separace byly polypeptidy v gelu detekovany

pomoci dusi¢nanu sttibrného.

3.5.12.1 Detekce proteinti pomoci dusi¢nanu stiibrného

Gel ptes noc uchovany ve fixa¢nim roztoku (50% (v/v) ethanol; 12%(v/v) kyselina octova;

0,05% (v/v) formaldehyd) byl dalsi den dvakrat béhem 20 min promyt 20% (v/v) roztokem
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ethanolu. Nasledné byl inkubovan po dobu 2 minut v senzitivizujicim roztoku (0,02% (w/v)
Na»S»03). Nasledovalo dvojnasobné kratké promyti demineralizovanou vodou. Poté byl gel
vloZen do Cerstvého a v lednici vychlazeného barviciho roztoku (0,2% (w/v) AgNOs3; 0,076%
(v/v) formaldehyd), ve kterém byl inkubovan po dobu 20 minut. Po promyti vétSim objemem
demineralizované vody po dobu 30 sekund byl gel vlozen do vyvijeciho roztoku (6% (w/v)
NaxCOs3; 0,0004% (w/v) NaxS203; 0,05% (v/v) formaldehyd), ktery byl ihned zase wvylit
anahrazen dalSim cerstvym vyvijecim roztokem. V tomto roztoku byl gel ponechan do
vybarveni a vyvijeni bylo nésledné¢ ukonceno terminac¢nim roztokem (12% (v/v) kyselina

octovd), v némz byl gel ponechan az do ukonceni unikdni bublinek [79].

3.5.13 Tricinova elektroforeticka separace peptidu

Tricinovd SDS elektroforeticka separace je metoda vhodna k déleni proteinii v rozsahu
1-100 kDa a umoziuje tak rozliSeni proteini mensich nez 30 kDa. Separace je provadéna

v systému tris-tricinovych pufri [90].

Nejprve byla mezi skla elektroforetické aparatury pipetovana smés k ptipravé 16% (w/v) gelu,
ktera obsahovala: 5 ml 49,5% (w/v) smési akrylamidu a bisakrylamidu (48 % (w/v) akrylamid;
1,5% (w/v) bisakrylamid); 5 ml 1M Tris-HCI o pH = 8,45 v 0,3% (w/v) SDS; 10% (w/v)
glycerol; 15 ml demineralizované vody; 50 ul 10% (w/v) peroxodisiranu amonného a 5 pl
TEMED. D¢lici gel byl po pievrstveni demineralizovanou vodou ponechan polymerovat po
dobu 30 minut (Mini inkubator Labnet; 50 °C). Na polymerovany délici gel byla nasledn¢
pipetovana smeés na 4% (w/v) zaostfovaci gel, ktera byla sloZzena z: 0,5 ml 49,5% (w/v) smési
akrylamidu a bisakrylamidu (48 % (w/v) akrylamid; 1,5% (w/v) bisakrylamid); 1,5 ml 1M Tris-
HCI o pH = 8,45 v 0,3% (w/v) SDS; 6 ml demineralizované vody; 45 ul 10% (w/v)
peroxodisiranu amonného a 4,5 ul TEMED. Zaosttovaci gel byl po vloZeni plastového hiebene

ponechéan polymerovat po dobu 20 minut (Mini inkubator Labnet; 50 °C).

Pro tricinovou SDS elektroforetickou separaci byly biostimulanty ptevedeny do roztoku
rozpusténim v Mcllvainové pufru o pH = 6,5 (IM kyselina citronové; 0,2M Na,HPOs)
viz Ptiprava materialu pro analyzy. Ke 300 ul extraktu bylo piidano 100 pl vzorkového pufru
(12% (w/v) SDS (w/v); 6% (w/v) merkaptoethanol; 30% (w/v) glycerol; 0,05% Coomassie
Brilliant Blue G-250; 150mM Tris-HCI o pH = 7) a nasledovala denaturace po dobu 5 minut
(Termoblok Elite; 100 °C). Pipetovany objem kazdého pouzitého roztoku pro jeden gel €inil
20 ul. Objem komercni standardni smési polypeptidi byl 5 pl. Elektroforéza probihala
v prostiedi katodového (0,1M Tris-tricinovy pufr o pH = §,25) a anodového pufru (0,1M
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Tris-HCI pufr o pH = 8,9). Nap¢ti bylo nejprve nastaveno na 30 V a po kompletnim pfechodu
proteind do déliciho gelu bylo zvySeno na 140 V. Po ukonceni separace byly polypeptidy v gelu

detekovany pomoci dusi¢nanu stiibrného viz Elektroforetickd separace proteinti.

3.5.14 Lyofilizace

Pro urceni obsahu suSiny v listech a kofenech pomoci lyofilizace byly vyhrazeny jednotlivé
alikvoty odebranych listii (1-1,5g) a kotenti (0,2-0,3 g), které byly vzdy pfeneseny do pfedem
zvazené sklenéné lahvicky. Vaha listh a kofen byla stanovena na Ctyii desetinna mista
z diference. Zvazené lahvicky byly piekryty parafilmem s vytvoienymi otvory a byly vlozeny

do lahvi urcenych pro lyofilizaci. Lyofilizace probihala pfes noc na pfistroji Lyovac GT 2 E.

3.5.15 Stanoveni relativhiho obsahu vody v listech

Z listli odebranych z rostlin kukufice experimentu 2 a 3 byly odebrany 4 fezy o obsahu 1,5 cm?.
Ty byly nésledné zvazeny na analytickych vahach a byla zaznamenéna Cerstvd hmotnost (FW).
Rezy byly dale ponofeny do ledové chladné demineralizované vody a byly v ni ponechény pfi
4 °C po dobu 4 hodin, po jejimz uplynuti byly znovu zvazeny. Tato hmotnost byla zaznamenana
jako hmotnost po nasyceni vodou (TW). Rezy listd byly nakonec preneseny do suchych
mikrozkumavek a byly suseny pti 70 °C po dobu 48 hodin. Hmotnost zaznamenana po vysuseni
byla zaznamenana jako sucha véha (DW). Ze ziskanych hodnot byl vypocten relativni obsah
vody v listech [91]. Vypocet byl relativniho obsahu vody (RWC) v listech byl proveden pomoci
nasledujiciho vzorce (1).

_ (FW - DW)

RWC= ——=
(TW — DW)

x 100

(1) Vzorec pro vypocet relativniho obsahu vody v listech. RWC ... relativni obsah vody (g); FW ... Cerstva
hmotnost (g); TW ... hmotnost listu po nasyceni demineralizovanou vodou (g); DW ... hmotnost susiny (g).

3.5.16 Statistické vyhodnoceni

Vysledky zahrnujici porovnani vice experimentdlnich skupin rostlin kukufice byly
vyhodnoceny s pouzitim testu One Way ANOVA v programu SigmaPlot 12.5 Holm-Sidakovou
metodou. Za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty p > 0,050.
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4 Vysledky
4.1 Charakteristika biostimulantu

V ramci této prace byl zkoumam vliv vybranych biostimulantii pfirodniho pivodu — koptivové
jichy a vyluhu z vermikompostu na rtist, metabolismus, a ptedevsim antioxidacni systém rostlin

kukufice. Biostimulanty byly charakterizovany z hlediska obsahu proteini, antioxidac¢nich

vlastnosti a aktivit degradacnich enzymti.

4.1.1 Obsah proteint v kopfivové jiSe a vyluhu z vermikompostu

Obsah proteinti byl ve vyluhu z vermikompostu stanoven na 220 mg proteinli na gram susiny.
V koptivové jiSe byl zjiStén obsah proteindl 75 mg na gram suSiny. Vysledky shrnuje nasledujici
Obr. 6.
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Obr. 6 Obsah proteint stanoveny v biostimulantech metodou dle Lowryho. Mnozstvi proteint je vyjadieno jako
hmotnost proteinti na gram susiny biostimulantii. Zkratky: vyluh z vermikompostu (V), koptivova jicha (J).

Proteiny obsazené v biostimulantech byly déle charakterizovany pomoci elektroforetické
separace. VEtsi distribuce molekulovych hmotnosti proteinii byla pfitomna v koptivové jise.
Zde byly oproti vyluhu z vermikompostu 1épe patrné proteiny vétsi nez 50 kDa, vyrazny byl
zejména prouzek piiblizn€é odpovidajici 250 kDa. Naopak u vyluhu z vermikompostu nebyly
pozorovany proteiny vétsi nez 40 kDa. Intenzita prouzkii, splyvajicich od 30 kDa niZe v pas,
byla vSak oproti koptivové jiSe u vyluhu z vermikompostu vyraznéjsi. U obou biostimulanth
vSak byla pozorovana ptitomnost prouzkli znacicich pfitomnost polypeptidi menSich nez
20kDa. Spole¢nym rysem obou biostimulanti byl vyrazny prouzek v oblasti odpovidajici asi

40kDa. Vysledky shrnuje Obr. 7 na néasledujici strané.
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Obr. 7 Elektroforeticka separace proteinti v biostimulantech. Separace probihala v 12% (w/v) polyakrylamidovém
gelu v denaturujicim prostiedi SDS. Draha M oznacuje komeréné dostupny marker molekulovych hmotnosti.
Zkratky: vyluh z vermikompostu (V), koptivova jicha (J).

Vzhledem k vysledkim elektroforetické separace proteinii byla testovdna také piitomnost
polypeptidii mensich nez 30 kDa pomoci tricinové SDS elektroforézy. Tou byla srovnanim
s pouzitym standardem zjiSt€na pfitomnost polypeptidli v rozsahu 15-20kDa u obou
biostimulanti, coZ odpovidalo pfechozim zjist€énim. Nalezené mnozstvi polypeptidii bylo v§ak
v tomto ptipad€ vyraznéjsi v koptivové jise, kde byly rozpoznatelné piedevsim 3 definované
prouzky. Naproti tomu u vyluhu z vermikompostu bylo mozné pozorovat zejména 1 definovany

prouzek. Vysledky shrnuje nésledujici Obr. 8.
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Obr. 8 Elektroforeticka separace polypeptidii v biostimulantech. Separace v 16% (w/v) polyakrylamidovém gelu
byla provedena v denaturujicim prostedi v systému tris-tricinovych pufrii. Draha M oznacuje komercné
dostupny marker molekulovych hmotnosti. Cisla za oznadenim drah pismeny J a V znaéi pouzitou koncentraci
extraktu daného biostimulantu (napft. J20 znaci extrakt lyofilizatu koptivové jichy o koncentraci 20 g/1).
Zkratky: vyluh z vermikompostu (V), koptivova jicha (J).
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4.1.2 Obsah fenolickych latek a antioxidaéni kapacita v kopfrivové jiSe a
vyluhu z vermikompostu

Obsah fenolickych latek byl ve vyluhu z vermikompostu stanoven na 108 umol ekv. fenolu na

gram susiny. V koptivové jiSe byl zjiStén obsah fenolickych latek 17 umol ekv. fenolu na gram

susiny. Vysledky shrnuje nésledujici Obr. 9.
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Obr. 9 Obsah fenolickych latek stanoveny v biostimulantech metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Mnozstvi
fenolickych latek je vyjadieno jako latkové mnozstvi ekv. fenolu na gram susiny biostimulanti. Zkratky: vyluh
z vermikompostu (V), koptivova jicha (J).

Vysledky stanoveni antioxidacni kapacity metodou FRAP byly v ptipad€ obou biostimulantt
témer totozné. Obsah fenolickych latek, ktery k antioxidacni kapacité obvykle vyznamné
piispiva byl vSak u koptivové jichy nizsi. Naopak antioxidacni kapacita stanovena metodou

DPPH byla naopak niz8i u vyluhu z vermikompostu. Vysledky shrnuje nésledujici Obr. 10.
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Obr. 10 Vlevo: Antioxidacni kapacita biostimulanti stanovena metodou FRAP. Namétené hodnoty jsou
vyjadieny jako latkové mnozstvi ekv. kyseliny askorbové vztazené na gram susiny biostimulantii. Vpravo:
Antioxida¢ni kapacita extrakti biostimulanti stanovend metodou DPPH. Naméfené hodnoty jsou vyjadieny jako

latkové mnozstvi ekv. troloxu vztaZzené na gram su$iny biostimulanti. Zkratky: vyluh z vermikompostu (V),
kopftivova jicha (J).
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4.1.3 Aktivita B-1,3-glukanasy, celulasy a chitinasy v kopfivové jiSe a
vyluhu z vermikompostu

V roztocich biostimulant byla déle testovana aktivita endoglykosidas — jmenovité enzymu

B-1,3-glukanasy, chitinasy a celulasy. Nejvyssi aktivita byla naméfena v piipadé

B-1,3-glukanasy, pfi¢emz aktivita stanovena v extraktu vyluhu z vermikompostu byla asi

dvakrat vyssi nez v koptivové jiSe. Také aktivita chitinasy byla asi dvakrat vyssi u vyluhu

z vermikompostu, ovSem aktivita celulasy byla v pfipadé¢ obou biostimulantli srovnatelna.

Vysledky shrnuje nésledujici Obr. 11.
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Obr. 11 Aktivita endoglykosidas — 3-1,3-glukanasy , chitinasy a celulasy detekovana v roztocich biostimulantt.
Enzymova aktivita je vyjadfena jako redukéni ekv. latkového mnozstvi glukosy vznikly za minutu vztazeny na gram
susiny biostimulanti. Zkratky: vyluh z vermikompostu (V), kopfivova jicha (J).

4.1.4 Aktivita proteas v kopfrivové jiSe a vyluhu z vermikompostu

Aktivita proteas byla stanovovdna v reakéni smési obsahujici bud’ roztoky nebo piimo
lyofilizaty biostimulantl. Aktivita stanovena obéma zpisoby byla vyrazné vyssi u koptivové
jichy — asi patnactkrat v ptipadé€ pouZiti roztokl biostimulantl a asi dvacetkrat v ptipadé piidani
lyofilizovanych biostimulantii do reakéni smési. U obou biostimulantii se projevil nartst
aktivity pti pouziti lyofilizatu misto roztoku. Toto porovnani bylo provedeno za icelem zjisténi
mozné adsorpce enzymil na nerozpu$téné castice biostimulantl. Podobny pfistup byl dale

vyuzit pfi stanoveni enzymovych aktivit ve vzorcich pudy v experimentech s rostlinami.

Vysledky shrnuje Obr. 12 na nasledujici stran€.
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Obr. 12 Aktivita proteas stanovena metodou s azokaseinem v extraktech z biostimulanti v porovnani s navazkou
biostimulantl v reakéni smési. Enzymova aktivita je vyjadiena jako hmotnost azokaseinu pfeménéného za minutu
jednim gramem suSiny biostimulant. Zkratky: vyluh z vermikompostu (V), koptivova jicha (J).

4.2 Vliv biostimulantd na rostliny kukurice experimentu 1
4.2.1 Charakterizace rostlin kukurice

V dalsi ¢asti prace byly oba biostimulanty aplikovany ve formé zalivky do pidy rostlin
kukufice. Vhodna koncentrace lyofilizati biostimulantl byla testovana v experimentu 1.
Pivodni odhad pro koncentraci lyofilizatu koptivové jichy vhodné pro zalivku do pudy
vychézel z ndvodu pro ptipravu fermentované zalivky ze suSenych koptivovych pelet firmy
Neudorff [92], kde doporucena koncentrace Cinila 15 g pelet na 1 litr vody. Tuto fermentovanou
smés bylo doporuceno pted aplikaci desetkrat ziedit. V rdmci optimalizace byl v prvnim
experimentu pouzit rozsah koncentraci 0,5-3 g/l. Pievzat byl také doporuceny objem
aplikované zalivky, ktery byl 20 ml na 200 cm?. Stejny koncentraéni rozsah byl pouzit v piipadé
lyofilizath koptivové jichy i vyluhu z vermikompostu, vzhledem k tomu Ze z dostupnych zdroji

bylo v ptipadé tekutych preparati zjisténo podobné doporucené fedéni pro piipravu zalivky.

Ristové parametry rostlin kukufice oSetiené vyluhem z vermikompostu a koptivovou jichou
nevykazovaly statisticky vyznamnou zménu oproti kontrolni skupingé. Zména nebyla
pozorovana ani v ptipadé obsahu vody stanoveném v listech a kofenech pomoci lyofilizace, jak
ilustruje Obr. 13 na nésledujici strané. Také vzhled rostlin, zachyceny na Obr. 14 na nésledujici

stran¢, byl srovnatelny.
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Obr. 13 Vlevo: Ristové parametry rostlin kukufice péstovanych v ramci experimentu 1. Hmotnost rostlinnych
¢asti je vztazena na cerstvou hmotnost (FW). Vpravo: Obsah vody v listech a kofenech rostlin kukufice zjistény
lyofilizaci. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu v rozsahu koncentraci
0,5-3 g/1 (V), rostliny oSetfené koptivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/l (J).

Jo,5 J1 J1,5 J3

Obr. 14 Rostliny kukufice péstované v ramci experimentu 1 po 24 dnech od vysazeni. Zkratky: kontrolni
rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/l (V), rostliny oSetfené
kopftivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/l (J).
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4.2.2 Obsah proteint v rostlinach kukurice oSetrenych biostimulanty

Obsah proteint byl stanoven v extraktech z listll a kofent. V listech rostlin oSetienych vyluhem
z vermikompostu byl oproti kontrole pozorovan statisticky vyznamny nartst obsahu proteini
ve vétSiné skupin. V piipad¢ skupin oSetienych koptivovou jichou vSak nedosSlo v tomto
koncentratnim rozsahu k vyraznéjsi zméné. Naopak obsah proteini zjistény v kotfenech

se u vSech skupin osetfenych biostimulanty oproti kontrole zvysil. Vysledky shrnuje néasledujici
Obr. 15.
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Obr. 15 Obsah proteint v extraktech z listll a kofent rostlin kukufice experimentu 1 stanoveny metodou dle
Bradforda. Mnozstvi proteinti je vyjadieno jako hmotnost proteint vztazenych na gram ¢erstvé hmotnosti (FW)
rostlinného materialu. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené¢ vyluhem z vermikompostu v rozsahu
koncentraci 0,5-3 g/1 (V), rostliny oSetfené koptivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/1 (J).

4.2.3 Celkovy obsah sacharidt v rostlinach osetrenych biostimulanty

Celkovy obsah sacharidii byl stanoven v extraktech z listd. Statisticky vyznamny pokles byl
pozorovan v porovnani s kontrolou i skupinami oSetfenymi jichou v pifipadé listd rostlin
osetfenych vyluhem z vermikompostu. Zjistény obsah sacharidii v listech rostlin oSetfenych

jichou byl az na vyjimku, kterou byla skupina J0,5, srovnatelny s kontrolni skupinou. Vysledky
shrnuje Obr. 16 na nésledujici strané.
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Obr. 16 Obsah celkovych sacharidt v extraktech z listil rostlin kukufice experimentu 1 stanoveny metodou dle
Duboise. Mnozstvi sacharidi je vyjadfeno jako latkové mnozstvi ekv. glukosy vztazené na gram Cerstvé
hmotnosti listd (FW). Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetiené vyluhem z vermikompostu v rozsahu
koncentraci 0,5-3 g/l (V), rostliny oSetfené kopiivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/1 (J).

4.2.4 Obsah fenolickych latek a antioxida€ni kapacita v rostlinach
osetrenych biostimulanty

Obsah fenolickych latek a antioxidacni kapacita byly stanoveny v extraktech z listii a kofend.

Mnozstvi fenolickych latek bylo oproti kontrole zvySené v listech rostlin oSetfenych vyluhem

z vermikompostu. V rostlindch oSetfenych koptivovou jichou byl sice narist oproti kontrole

pozorovan v piipad¢ skupiny J0,5, ale vysledky skupiny J3 byly srovnatelné s kontrolou.

Zvyseny obsah fenolickych latek byl zjistén v kotenech vSech rostlin oSetfenych biostimulanty.

Vysledky antioxida¢ni kapacity v listech korespondovaly s obsahem zjisténych fenolickych
latek. 1 zde doSlo ke zvySeni antioxidacni kapacity v listech rostlin oSetfenych vyluhem
z vermikompostu oproti kontrole. V listech rostlin oSetfenych koptivovou jichou doslo
k nariistu antioxida¢ni kapacity opét jen v ptipadé skupiny JO,5, zatimco skupina J3 byla
srovnatelna s kontrolou. Vedle toho antioxidacni kapacita stanovend v kotenech byla zvySena
oproti kontrole pouze v ptipadé€ skupiny V3. Obsah fenolickych latek a antioxida¢ni kapacitu

shrnuje Obr. 17 na nésledujici strané.
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Obr. 17 Vlevo: Obsah fenolickych latek v extraktech z listi a kofend rostlin kukufice experimentu 1 stanoveny
metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Mnozstvi fenolickych latek je vyjadieno jako latkové mnozstvi ekv.
fenolu na gram Cerstvé hmotnosti (FW) rostlinného materialu. Vpravo: Antioxidacni kapacita extraktt z listt

a kofent rostlin kukufice experimentu 1 stanovena pomoci metody FRAP. Antioxida¢ni kapacita byla vyjadiena
jako pmol ekv. kyseliny askorbové na gram Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu. Zkratky: kontrolni rostliny
(K), rostliny oSetiené vyluhem z vermikompostu v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/1 (V), rostliny osettené
koptivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/1 (J).

4.2.5 Aktivita vybranych enzymu v rostlinach oSetrenych biostimulanty
4.2.5.1 Aktivita glutathionreduktasy v rostlinach osetrenych biostimulanty

Aktivita glutathionreduktasy byl stanovena v extraktech listii a kotfent. Jeji aktivita v listech
byla oproti kontrole zvySena v rostlinach oSetfenych koptivovou jichou. V ptipadé listi rostlin
osetfenych vyluhem z vermikompostu dosSlo k nartstu aktivity ve skupiné V0,5, zatimco
aktivita skupiny V3 byla srovnatelnd s kontrolou. Aktivita glutathionreduktasy v kotfenech
vykazovala podobny trend jako v listech, avSak v ptipad¢ skupin rostlin osetfenych jichou doslo

ke statisticky vyznamné zméné€ pouze u skupiny J3 oproti kontrole. Vysledky shrnuje Obr. 18

na nasledujici strané.
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Obr. 18 Aktivita glutathionreduktasy detekovana v extraktech z listd a kofenti. Enzymova aktivita je vyjadiena
jako latkové mnozstvi NADPH pfeménéného za minutu jednim gramem cerstvé hmotnosti (FW) rostlinného
materialu. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu v rozsahu koncentraci
0,5-3 g/l (V), rostliny oSetiené koptivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/I (J).

4.2.5.2 Aktivita fosfatas v rostlinach osetrenych biostimulanty

Aktivita alkalickych a kyselych fosfatas byla stanovena v kotfenech a ptidé. Aktivita alkalickych
fosfatas v kofenech byla zvysena ve vSech skupinach rostlin oSetfenych biostimulanty oproti
kontrole a v ptipadé¢ skupiny J3 byla o néco vyssi nez v ostatnich skupinach. Vedle toho v ptidé
nebyly zjiStény Zadné statisticky vyznamné zmény. Stanovena aktivita alkalickych fosfatas

v pudé byla také ve srovnani s aktivitou zjisténou v kotfenech o néco vyssi.

Podobné¢ také aktivita kyselych fosfatas v kofenech byla ve vétSin€ skupin oSetfenych
biostimulanty zvySend oproti kontrole. Naopak v pfipadé¢ pidy nebyla ve vétSiné¢ skupin
pozorovana statisticky vyznamna zména aktivity az na skupinu V0,5, kde byl pozorovan nartst
oproti kontrole. Aktivita kyselych fosfatas byla také fadove vyssi v pad¢ ve srovnani s aktivitou

zjiSténou v kotenech. Vysledky shrnuje Obr. 19 na nasledujici strané.

57



120 experiment 1 i experiment 1
< Il kofeny 0.3 Il kofeny ab b
I puda B pida
£ —
o |
- (o] 0,2 F a
e 09 T
= E
g 5 01
ETP g
7 = 0,04
£03 20,02
© ©
0,0 0,00
K Vo,5 V3 J0,5 J3 K V0,5 V3 Jo,5 J3

Obr. 19 Aktivita alkalickych (vlevo) a kyselych fosfatas (vpravo) detekovana v reakéni smési obsahujici extrakt
z kotfentll nebo vzorek pidy. Enzymova aktivita je vyjadiena jako latkové mnozstvi PNPP pfeménéného za minutu
jednim gramem cerstvé hmotnosti (FW) kofend nebo susiny pidy. Toto stanoveni bylo provedeno v ramci
experimentu 1. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu v rozsahu
koncentraci 0,5-3 g/1 (V), rostliny oSetfené koptivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/1 (J).

4.2.5.3 Aktivita proteas v rostlinach osetrenych biostimulanty

Aktivita proteas byla stanovena v extraktech z kofenli s pomoci kaseinu. Tato metoda byla
pouzita vzhledem k vys$i citlivosti v porovnani s metodou vyuzivajici azokasein. Ptestoze
skupiny osetfené vyluhem z vermikompostu i skupina J0,5 vykazovaly ve srovnani s kontrolni
skupinou urcity nartist proteolytické aktivity, tyto rozdily nebyly vyhodnoceny jako statisticky
vyznamné. Vysledky shrnuje nasledujici Obr. 20.
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Obr. 20 Aktivita proteas detekovana v extraktech kofend rostlin kukufice experimentu 1. Enzymova aktivita je
vyjadiena jako latkové mnozstvi kaseinu pfeménéného za minutu jednim gramem cerstvé hmotnosti (FW)
kotenti. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu v rozsahu koncentraci
0,5-3 g/1 (V), rostliny oSetiené koptivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/1 (J).
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4.2.5.4 Aktivita celkovych peroxidas v rostlinach osetrenych biostimulanty

Po nativni elektroforetické separaci byly identifikovany celkem 3 rozliSitelné isoformy
peroxidas v listech kukufice. Aktivita isoformy 1, byla vS§eobecné nizsi v kontrolni skupiné
a skupinéach oSetfenych vyluhem z vermikompostu. Naopak u skupin oSetfenych jichou doslo
k nartistu aktivity se vriistajici pouZitou koncentraci. S rostouci koncentraci jichy bylo také
mozné pozorovat narust intenzity zbarveni prouzku zobrazujiciho isoformu 2. V ptipadé

isoformy 3 nebyly patrné zadné vyrazné zmény. Vysledky shrnuje nasledujici Obr. 21.
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Obr. 21 Vlevo: Aktivita peroxidas extrahovanych z listi rostlin kukufice péstovanych v ramci experimentu 1.
Aktivita jednotlivych isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace v 10% (w/v)
polyakrylamidovém gelu. Prouzky znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaéeny Sipkami.

Vpravo: Grafické znazornéni aktivity peroxidas — isoformy 1. Hodnoty relativni intenzity byly pfevzaty

z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny o$etfené vyluhem z vermikompostu

v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/l (V), rostliny oSetfené koptivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/1 (J).

V listech byla detekovana aktivita celkem 5 rozliSitelnych isoforem askorbatperoxidasy.
Aktivita isoforem 1 a 5 byla nejniz$i v kontrolni skupiné. Zatimco aktivita isoformy 5 byla
oproti kontrole zvySend, tak v ramci skupin oSetfenych biostimulanty se nelisila. V pripadé
isoformy 1 bylo mozné pozorovat vyraznéj§i zmény aktivity v ramci vSech téchto skupin.
Nejvyssi aktivita isoformy 1 byla patrna ve skupinach oSetfenych vyluhem z vermikompostu,
pficemz dochézelo k jejimu zvysSeni s rostouci koncentraci. Vyrazné zvysena byla oproti
kontrole také aktivita isoformy 1 ve skupin€ J3. Ve skupinach oSetfenych vyssi koncentraci
jichy byla zvySena také aktivita isoformy 3. Ve skupinach oSetfenych jichou bylo navic mozné
pozorovat i dalsi prouzky odpovidajici isoformé 4. Vysledky shrnuje Obr. 22 na nasledujici

strané.
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Obr. 22 Vlevo: Aktivita askorbatperoxidasy extrahované z listd rostlin kukufice péstovanych v ramci
experimentu 1. Aktivita jednotlivych isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace

v 10% (w/v) polyakrylamidovém gelu. Prouzky znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami.
Vpravo: Grafické znazornéni aktivity askorbatperoxidasy — isoformy 1 a 2. Hodnoty relativni intenzity byly
prevzaty z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu
v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/1 (V), rostliny oSetfené koptivovou jichou v rozsahu koncentraci 0,5-3 g/1 (J).

VySe popsany narlst aktivity peroxidas a askorbatperoxidasy v listech pochazejicich
z rostlin kukufice experimentu 1, byl indikdtorem vlivu obou biostimulantii na antioxida¢ni
systém rostlin. Tento efekt vzristal pii oSetfeni vyssi koncentraci biostimulantu. Pfedev§im na
zaklad¢ téchto vysledkid, proto bylo rozhodnuto v dalSich experimentech pouzit k oSetfeni

rostlin jejich vyssi koncentraci. Zvolena byla zalivka o stejném objemu jako v experimentu 1,

ale o koncentraci 20 g/l.

4.3 Vliv biostimulantu na rostliny kukufice vystavené suchu v
experimentu 2

4.3.1 Charakterizace rostlin kukurice vystavenych suchu

Vramci experimentu 2 byl testovan efekt oSetfeni kopfivovou jichou a vyluhem
z vermikompostu o koncentraci 20 g/l na rostliny kukutice vystavené stresu suchem po dobu
8 dnti oproti nestresovanym skupinam a kontrole. Sucho se vyrazn¢ projevilo také na riistovych
parametrech, ackoliv statisticky vyznamné zmény v ramci skupin zjistény nebyly. Vysledky

zobrazuje Obr. 24 na nasledujici strané.
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Obr. 24 Ristové parametry rostlin kukufice péstovanych v ramci experimentu 2. Hmotnost rostlinnych
Casti je vztazena na Cerstvou hmotnost (FW). Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem
z vermikompostu (V), rostliny osetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

Déle byl v listech a kotenech rostlin kukufice stanoven obsah vody. Pomoci lyofilizace bylo
zjisténo, Ze v kotenech doslo ke zméné obsahu vody predevsim u skupin oSetfenych vyluhem
z vermikompostu, a to i u rostlin nevystavenych suchu. Naopak rostliny skupiny JS oproti
skupiné KS v kotenech zadrzely vice vody. V listech rostlin vystavenych suchu doslo u vSech
skupin ke srovnatelnému poklesu obsahu vody. Obsah vody v listech byl také stanoven pomoci
metody RWC. Tou bylo zjisténo zvySeni obsahu vody v listech vystavenych suchu po oSetieni

biostimulanty. Vysledky zobrazuje nasledujici Obr. 23.
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Obr. 23 Vlevo: Obsah vody v listech a kofenech rostlin kukufice péstovanych v ramci experimentu 2 zjistény
lyofilizaci. Vpravo: Relativni obsah vody v listech zjistény pomoci metody RWC. Zkratky: kontrolni rostliny
(K), rostliny osetfené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny osetiené koptivovou jichou (J), skupiny
vystavené suchu (KS; VS; JS).
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Vzhled rostlin oSetienych biostimulanty se nijak vyrazné nelisil od rostlin kontrolnich, jak

u rostlin stresovanych suchem, tak i v rostlinach s dostate¢nou zalivkou. V piipadé€ skupin
vystavenych suchu po dobu 8 dnii byla pozorovédna vyrazna ztrata turgoru. Vysledky shrnuje
nasledujici Obr. 25.

Obr. 25 Rostliny kukufice péstované v ramci experimentu 2 po 21 dnech od vysazeni. Rostliny vystavené
suchu nemély po dobu 8 dni ptistup k zavlaze. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetiené vyluhem
z vermikompostu (V), rostliny osetiené kopiivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.3.2 Obsah proteint v rostlinach kukurice vystavenych suchu

Obsah proteinii byl stanoven v extraktech zlisti a kotfenii. Stanoveny obsah v listech
nevykazoval v ramci skupin statisticky vyznamnou zménu. Vedle toho mnozstvi proteinil
v kotenech klesalo u kontrolnich skupin se suchem a naopak vzrustalo u skupin oSetienych
biostimulanty. Tento narust v§ak nebyl v ptipad¢ skupin oSettenych vyluhem z vermikompostu
statisticky vyznamny a mnozstvi zjiSténych proteinli bylo u téchto skupin vSeobecné niZsi.
Naopak stanovené mnozstvi proteint v kotenech v piipade skupin oSetienych jichou se suchem

vyznamné¢ vzrostlo a bylo vy$s$i nez u vSech ostatnich skupin, jak lze vidét u skupiny JS.

Vysledky shrnuje Obr. 26 na nasledujici stran€.
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Obr. 26 Obsah proteinti v extraktech z listd a kofent rostlin kukufice experimentu 2 stanoveny metodou dle
Bradforda. Mnozstvi proteinti je vyjadieno jako hmotnost proteinti vztazenych na gram susiny rostlinného
materidlu. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetiené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny osetfené
koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.3.3 Obsahu fenolickych latek a antioxida€ni kapacita v rostlinach
kukurice vystavenych suchu

Obsah fenolickych latek a antioxidacni kapacita byly stanoveny v extraktech z listii a kofend.

V listech mnozstvi fenolickych latek vystavenim suchu vzristalo v piipadé vSech skupin.

Nejvyssi mnozstvi fenolickych latek bylo zjiSténo u skupiny oSetfené koptivovou jichou

vystavené suchu (JS), kde bylo jejich mnoZzstvi nejvyssi ze vSech skupin. V kotenech

se opakovaly trendy pozorované v listech, av§ak mnozstvi fenolickych latek ve skuping JS bylo

srovnatelné se skupinou J.

Zatimco antioxida¢ni kapacita stanovend v listech vykazovala srovnatelné hodnoty u vSech
skupin bez sucha. U skupin vystavenych suchu byl pozorovan nariist antioxida¢ni kapacity
v ptipad¢ rostlin oSetfenych biostimulanty (VS, JS) oproti kontrolnim rostlindm (KS). Oproti
tomu v kotfenech byla nejvétsi antioxidacni kapacita pozorovana u obou kontrolnich skupin.
Zde byl také patrny jeji nariist se suchem (KS). V ptipad¢ skupin rostlin oSetfenych jichou
nebyla vyraznéj$i zména se suchem pozorovana. Vedle toho v pfipadé skupin osetfenych
vyluhem z vermikompostu, u nichZ byla antioxida¢ni kapacita nejnizsi, vSak ke zvySeni
antioxidacni kapacity vlivem sucha doSlo. Obsah fenolickych latek a antioxidacni kapacitu

shrnuje Obr. 27 na nésledujici strané.
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Obr. 27 Vlevo: Obsah fenolickych latek v extraktech z listii a kofent rostlin kukufice experimentu 2 stanoveny
metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Mnozstvi fenolickych latek je vyjadfeno jako latkové mnozstvi ekv.
fenolu na gram susiny rostlinného materialu. Vpravo: Antioxidac¢ni kapacita extraktt z listl a kofend rostlin
kukufice experimentu stanovena pomoci metody FRAP. Antioxida¢ni kapacita byla vyjadfena jako umol ekv.
kyseliny askorbové na gram susiny rostlinného materialu. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené
vyluhem z vermikompostu (V), rostliny oSetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.3.4 Aktivita vybranych enzymu v rostlinach kukufice vystavenych
suchu

4.3.4.1 Aktivita glutathionreduktasy v rostlinach kukurice vystavenych
suchu
Aktivita glutathionreduktasy byla stanovena v extraktech z kotent a listt. Jeji aktivita v listech
byla zvySena ve skupinach oSetfenych biostimulanty zaroven stresovanych suchem (JS a VS).
V pfipadé skupiny oSetfené jichou bez stresu (J) byl také patrny narlst oproti ostatnim
nestresovanym skupinam. Také v kofenech doslo k nartistu aktivity glutathionreduktasy
u skupin oSetienych koptivovou jichou. Oproti tomu skupiny oSetfené vyluhem
z vermikompostu vykazovaly podobné jako u pfedchozich méfeni v kofenech pokles hodnot

ve srovnani se vSemi ostatnimi skupinami. Vysledky shrnuje Obr. 28 na nasledujici strang.
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Obr. 28 Aktivita glutathionreduktasy detekovana v extraktech z listli a kofend rostlin kukufice experimentu 2.
Enzymova aktivita je vyjadiena jako latkové mnozstvi NADPH pfeménéného za minutu jednim gramem susiny
rostlinného materidlu. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené¢ vyluhem z vermikompostu (V),
rostliny oSetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.3.4.2 Aktivita fosfatas v rostlinach kukufice vystavenych suchu

Aktivita alkalickych a kyselych fosfatas byla stanovena v kofenech a pud€. V ptipadé
alkalickych fosfatas nedoslo v kotenech kontrolnich skupin a skupin oSetfenych jichou k zadné
vyrazng€j§i zméne. Naopak vyrazné snizeni aktivity bylo opét pozorovano ve skupinich
osetfenych vyluhem z vermikompostu. Ackoliv v pidé nebyla zadna statisticky vyznamna
zmena aktivity alkalickych fosfatas patrnd, je nutné podotknout Ze vysledné hodnoty naméiené

v pudé byly v porovnéni s aktivitou alkalickych fosfatas stanovenou v kotenech vyrazné€ nizsi.

Nejvyssi naméfena hodnota aktivity kyselych fosfatas v kotfenech byla zjisténa v kontrolni
skupiné¢ bez sucha (K). Vystavenim suchu (KS), tedy dosSlo v ptipad¢ kontrolni skupiny
k poklesu aktivity. Ve skupinach oSetfenych jichou se vystavenim suchu aktivita kyselé
fosfatasy zvlasté nezmeénila a byla srovnatelnd s hodnotami aktivity namétenymi ve skupiné
KS. Velmi nizka aktivita kyselych fosfatas byla naopak pozorovana u skupiny oSetfené vyluhem
z vermikompostu bez sucha (V), avsak v piipadé skupiny se suchem (VS) byl nartst aktivity
také pozorovan. Aktivity kyselych fosfatas v plidé nevykazovaly vramci skupin zadné
statisticky vyznamné zmény, ackoliv urcité zvySeni by mohlo byt patrné v piipadé skupiny J.
Vysledna aktivita kyselych fosfatas v ptidé byla vyrazné€ vyssi v pidé€ ve srovnani s kofeny.

Vysledky stanoveni kyselych a alkalickych fosfatas shrnuje Obr. 29 na nasledujici strané.
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Obr. 29 Aktivita alkalickych (vlevo) a kyselych fosfatas (vpravo) detekovana v reakéni smési obsahujici extrakt
z kotend nebo vzorek piidy. Enzymova aktivita je vyjadfena jako latkové mnozstvi PNPP pfeménéného za
minutu jednim gramem susiny kofenti nebo puidy. Toto stanoveni bylo provedeno v ramci experimentu 2.
Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny osetfené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny osetiené koptfivovou
jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.3.5 Aktivita proteas v rostlinach kukurice vystavenych suchu

Aktivita proteas byla stanovena v extraktech z kofeni. Naméfend aktivita v kofenech byla
srovnatelna v ptipadé kontrolni skupiny bez sucha (K) a obou skupin oSetfenych koptivovou
jichou. Aktivita téchto skupin vSak byla zvySena oproti kontrole vystavené suchu (KS). Naopak
ve skupinach osetienych vyluhem z vermikompostu bylo mozné pozorovat nejnizsi aktivitu
proteas ze vSech skupin. Vyssi aktivita byla zjisténa po vystaveni suchu (VS). Vysledky shrnuje

nasledujici Obr. 30.
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Obr. 30 Aktivita proteas detekovand v extraktech kotent rostlin kukufice experimentu 2. Enzymova aktivita je
vyjadiena jako latkové mnozstvi kaseinu pfeménéného za minutu jednim gramem susiny kofend. Zkratky:
kontrolni rostliny (K), rostliny oSetiené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny oSetiené koptivovou jichou (J),
skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).
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4.3.5.1 Aktivita peroxidas v rostlinach kukurice vystavenych suchu

Po nativni elektroforetické separaci bylo identifikovano celkem 8 rozliSitelnych isoforem
peroxidas v listech kukufice. Nejvyssi aktivita byla patrna u isoforem 2 a 5. Zatimco aktivita
isoformy 5 se se suchem ve vSech skupinach mirné zvySovala, aktivita isoformy 2 vlivem sucha
klesala. V ptipad¢ skupin oSetfenych jichou se suchem nedochézelo k tak vyraznému poklesu.
Vseobecné nejvyssi aktivita vétSiny isoforem byla patrnd ve skupiné VS. Zvlastnosti skupin
osetfenych jichou byla vyrazna aktivita isoformy 3. Ve skupiniach KS a VS byla na rozdil

od ostatnich skupin pfitomna isoforma 8. Vysledky shrnuje nasledujici Obr. 31.
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Obr. 31 Vlevo: Aktivita peroxidas extrahovanych z listii rostlin kukufice p&stovanych v ramci experimentu 2.
Aktivita jednotlivych isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace v 10% (w/v)
polyakrylamidovém gelu. Prouzky znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami.

Vpravo: Grafické znazornéni aktivity peroxidas — isoformy 3 a 6. Hodnoty relativni intenzity byly prevzaty

z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu (V),
rostliny oSetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

Vedle toho v kofenech bylo identifikovano celkem 8 rozliSitelnych isoforem peroxidas.
U nejvice aktivnich isoforem 1 a 2 lze pozorovat nariist aktivity vlivem sucha v kontrolni
skupiné. Ve skupinach oSetfenych biostimulanty lze pozorovat opacny trend, tedy pokles
aktivity se suchem. Tyto isoformy byly nejvyraznéjsi u skupiny KS, kde mély aktivitu zvySenou
1 dalsi isoformy — 3, 4 a 6. VSeobecné nejméné aktivni byla naopak skupina JS. Zvlastnosti
skupin oSetfenych biostimulanty bez sucha byl nartst aktivity isoformy 8 v pfipad¢ skupiny

V a néarust aktivity isoformy 5 ve skupiné J. Vysledky shrnuje Obr. 32 na nasledujici stran€.
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Obr. 32 Vlevo: Aktivita peroxidas extrahovanych z kofeni rostlin kukufice péstovanych v ramei experimentu 2.
Aktivita jednotlivych isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace v 10% (w/v)
polyakrylamidovém gelu. Prouzky znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami.

Vpravo: Grafické znazornéni aktivity peroxidas — isoformy 1, 2 a 8. Hodnoty relativni intenzity byly pfevzaty
z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu (V),
rostliny oSetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

Po nativni elektroforetické separaci byly identifikovany celkem 4 rozliSitelné isoformy
askorbatperoxidasy v listech kukufice. V ptipadé isoformy 4 nebyl pozorovan vyznamny rozdil
napfi¢ skupinami, isoformy 1 a 3 vykazuji pokles aktivity se suchem u vSech skupin. Ten je
nejvyrazngj$i ve skupindch osSetenych jichou. Ve skupiné JS je také 1épe patrna isoforma 2.

Vysledky shrnuje nasledujici Obr. 33.
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Obr. 33 Vlevo: Aktivita askorbatperoxidasy extrahované z lista rostlin kukufice péstovanych v ramci
experimentu 2. Aktivita jednotlivych isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace

v 10% (w/v) polyakrylamidovém gelu. Prouzky znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami.
Vpravo: Grafické znazornéni aktivity askorbatperoxidasy — isoformy 1 a 3. Hodnoty relativni intenzity byly
prevzaty z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu
(V), rostliny oSetené kopiivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).
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Vedle toho v kofenech byly identifikovany celkem 4 rozliSitelné isoformy askorbatperoxidasy.
Isoforma 1 je dobie patrna ve vSech rostlinach nevystavenych suchu. Aktivita této isoformy je
zvySena ve skupinach oSetfenych biostimulanty oproti skupiné kontrolni. Isoforma 2 je patrna
pouze ve skupinach oSetfenych biostimulanty bez sucha (J a V) a vice aktivni byla ve skupiné
V. Nejvyssi aktivitu méla isoforma 4, ta v kontrolnich skupinich a skupinach oSetfenych
vyluhem z vermikompostu stresovanych suchem vzristala, zatimco ve skupindch oSetienych
jichou se suchem naopak poklesla. Nejvyrazngjsi byla ve skupiné¢ VS. Vysledky shrnuje
nasledujici Obr. 34.
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Obr. 34 Vlevo: Aktivita askorbatperoxidasy extrahované z kofend rostlin kukufice péstovanych v ramci
experimentu 2. Aktivita jednotlivych isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace

v 10% (w/v) polyakrylamidovém gelu. Prouzky znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami.
Vpravo: Grafické znazornéni aktivity askorbatperoxidasy — isoformy 1, 3 a 4. Hodnoty relativni intenzity byly
prevzaty z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny osetfené vyluhem z vermikompostu
(V), rostliny osetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.3.5.2 Aktivita NADPH-oxidasy v rostlinach kukufice vystavenych suchu

Po nativni elektroforetické separaci bylo identifikovano celkem 6 rozliSitelnych isoforem
NADPH-oxidasy v listech kukufice. Aktivita isoforem 1 a 2 vlivem sucha vzrostla, pficemz
skupiny oSetfené vyluhem z vermikompostu vykazovaly oproti ostatnim skupinam sniZenou
aktivitu. Vedle toho v pfipad¢ isoformy 3 neni pozorovatelna vyrazna zména aktivity. V ptipadé
1soforem 5 a 6 doSlo vystavenim suchu naopak k mirnému snizeni aktivity u vétSiny skupin.
Tyto isoformy nebyly patrné ve skupiné€ JS. ZvysSena aktivita isoformy 6 byla vidét v rostlinach
bez stresu a nejvice pak ve skupiné V. V gelu lze pozorovat také isoformu 4, ta je patrnd
ve skupinach oSetfenych biostimulanty, zejména v rostlinach oSetfenych jichou. Vysledky

shrnuje nasledujici Obr. 35 na nasledujici strané.
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Obr. 35 Vlevo: Aktivita NADPH-oxidasy extrahované z listl rostlin kukufice péstovanych v ramci experimentu 2.
Aktivita jednotlivych isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace v 10% (w/v)
polyakrylamidovém gelu. Prouzky znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami.

Vpravo: Grafické znazornéni aktivity NADPH oxidasy — isoformy 1, 2, 5 a 6. Hodnoty relativni intenzity byly
prevzaty z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem z vermikompostu
(V), rostliny oSetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.3.5.3 Aktivita glutathion-S-transferasy v rostlinach kukurice vystavenych
suchu
Po nativni elektroforetické separaci bylo identifikovano celkem 13 rozlisitelnych isoforem
glutathion-S-transferasy v listech kukuftice. V ptipad¢ kontrolnich skupin nedoslo vystavenim
suchu u vétSiny isoforem k vyrazné zméné aktivity. K mirnému zvySeni doslo u isoforem 1-3
a 12 anaopak k poklesu u isoformy 12. V piipadé skupin oSetfenych biostimulanty doslo
vystavenim suchu k patrnéjs§imu poklesu aktivity u vétSiny isoforem. Nejvyssi aktivita je
pozorovatelné u isoforem 1-3 skupiny V a také u isoformy 12 a 13 skupiny J. Vysledky shrnuje

Obr. 36 na nasledujici stran€.
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Obr. 36 Vlevo: Aktivita glutathion-S-transferasy extrahované z list rostlin kukufice péstovanych v ramci
experimentu 2. Aktivita jednotlivych isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace
v 10% (w/v) polyakrylamidovém gelu. Prouzky znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami.
Vpravo: Grafické znazornéni aktivity glutathion-S-transferasy — isoformy 1, 2, 6 a 12. Hodnoty relativni
intenzity byly ptevzaty z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny osetiené vyluhem

z vermikompostu (V), rostliny osetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.4 Vliv biostimulantd na rostliny kukurice vystavenych suchu v
experimentu 3

4.4.1 Charakterizace rostlin kukurice vystavenych suchu

Vramci experimentu 3 byl testovan efekt oSetfeni koptfivovou jichou a vyluhem
z vermikompostu o koncentraci 20 g/l na rostliny kukufice vystavené stresu suchem po dobu
4 dnii oproti nestresovanym skupinam a kontrole. Na rozdil od experimentu 2 byl pro péstovani
rostlin pouZit substrat s niz§im obsahem zivin a byla zkracena doba sucha. Ve skupinach
sledovanych rostlin kukufice nebyl pozorovén statisticky vyznamny rozdil v hmotnostech
nadzemnich ¢asti rostlin. Av§ak hmotnost kotfenti vSech skupin stresovanych rostlin se suchem

poklesla, jak ilustruje Obr. 38 na nésledujici strang.
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Obr. 38 Ristové parametry rostlin kukufice péstovanych v ramci experimentu 3. Hmotnost rostlinnych
¢asti je vztazena na Cerstvou hmotnost (FW). Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem
z vermikompostu (V), rostliny os$etfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

Dale byl v rostlinnych ¢astech stanoven obsah vody. Obsah vody v listech stanoveny pomoci
lyofilizace byl stejny u vSech skupin oSetienych biostimulanty, nezavisle na vystaveni suchu.
Oproti tomu v kontrolnich skupinach byl se suchem pozorovan vyrazny pokles. Vedle toho
v kotenech doslo ve stresovanych skupinach oSetfenych biostimulanty k jeho snizeni. Vyrazné
se nezménil v rostlinach kontrolnich (K, KS). Obsah vody v listech byl také stanovovan pomoci
metody RWC, kde byl ve srovnani se zalévanymi rostlinami patrny pokles vody v listech rostlin
stresovanych (KS) oproti zalévanym (K). Osetfeni biostimulanty vedlo k zadrzeni vody
v listech pfi vystavenim suchu, kdy vyssi obsah vody obsahovaly rostliny oSetiené koptivovou

jichou (JS). Vysledky zobrazuje nasledujici Obr. 37.
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Obr. 37 Vlevo: Obsah vody v listech a kofenech rostlin kukufic péstovanych v ramci experimentu 2 zjistény
lyofilizaci. Vpravo: Relativni obsah vody v listech zjistény pomoci metody RWC. Zkratky: kontrolni rostliny
(K), rostliny osetfené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny oSetiené koptivovou jichou (J), skupiny
vystavené suchu (KS; VS; JS).
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Vzhled rostlin oSetienych biostimulanty se od kontrolnich ani tentokrat vyrazné nelisil. Ale
v ptipadé skupin vystavenych suchu doslo u rostlin ze skupiny KS k vyrazné&jsimu poklesu
turgoru v nadzemnich ¢astech rostlin oproti osetfenym skupinam. Vysledky shrnuje nasledujici

Obr. 39.

e =
———

Obr. 39 Rostliny kukufice péstované v ramci experimentu 3 po 21 dnech od vysazeni. Rostliny vystavené
suchu nemély po dobu 4 dnii pfistup k zavlaze. ZkratKky: kontrolni rostliny (K), rostliny osetiené vyluhem
z vermikompostu (V), rostliny osetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.4.2 Obsah proteint v rostlinach kukufice vystavenych suchu

Obsah proteind byl stanoven v extraktech zlisti a kofenli. Mnozstvi proteini stanovené
v listech bylo nejvyssi ve skupinach oSetfenych biostimulanty. Toto mnoZzstvi bylo srovnatelné
jak ve skupindch vystavenych suchu, tak i skupin bez sucha. NiZ§i mnoZstvi proteinli bylo
stanoveno v pfipadé¢ kontrolnich skupin, kdy byl pozorovan pokles proteinii vlivem sucha (KS).
Na rozdil od vysledk zjisténych v listech byl obsah proteini stanoveny v kofenech
ve skupinach oSetfenych biostimulanty stejny, nebo nizs$i nez obsah proteini v kontrolnich
skupinach. Rovnéz u skupiny KS doslo oproti skupiné K k nartstu obsahu proteinti. Nejnizsi
mnozstvi proteinl v kofenech bylo oproti tomu pozorovano u skupiny J, a¢koliv vystavenim
suchu (JS) vzrostlo mnozstvi proteinil na hodnotu srovnatelnou s KS. Ve skupindch oSetfenych
vyluhem z vermikompostu se suchem k vyznamnym zménam nedoslo. Vysledky shrnuje Obr.

40 na nasledujici strané.
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Obr. 40 Obsah proteinti v extraktech z listdl a kofentl rostlin kukutice experimentu 3 stanoveny metodou dle
Bradforda. Mnozstvi proteint je vyjadieno jako hmotnost proteinti vztazenych na gram susiny rostlinného
materialu. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny osetfené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny oSetfené
koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.4.3 Obsah fenolickych latek a antioxidaéni kapacita v rostlinach
kukurice vystavenych suchu

Obsah fenolickych latek a antioxidacni kapacita byly stanoveny v extraktech z list a koten.
Mnozstvi fenolickych latek v listech bylo v porovnani s kontrolou vyrazn¢ vyssi u vSech skupin
osetfenych biostimulanty vystavenych suchu i bez sucha. Nejvyssi obsah fenolickych latek byl
stanoven ve skupin¢ JS, u které byl oproti skupin€ J pozorovan dobte patrny nartst. Vedle toho
v kotenech byl naméfeny obsah fenolickych latek u skupin oSetfenych biostimulanty naopak
vSeobecné nizsi oproti kontrolnim skupindm. Vyjimkou byla skupina JS, ktera dosahovala

srovnatelnych hodnot jako skupina KS, kde byl zjistény obsah fenolickych latek nejvyssi.

V ptipad¢ stanovenych hodnot antioxida¢ni kapacity byly v listech i1 kofenech pozorovany
trendy podobné stanoveni obsahu fenolickych latek. Zatimco v listech byla zvySena
antioxida¢ni kapacita pozorovana ve vSech skupindch oSetfenych biostimulanty, v piipade
koteni byl s vyjimkou skupiny JS naopak pozorovan urcity pokles oproti kontrolnim skupinam.
Antioxidacni kapacita zjisténa v listech byla také vyssi v pfipadé skupin oSetienych
biostimulanty vystavenym suchu oproti analogickym skupindm bez sucha. Obsah fenolickych

latek a antioxidacni kapacitu shrnuje Obr. 41 na nasledujici strané.
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Obr. 41 Vlevo: Obsah fenolickych latek v extraktech z listl a kofenti rostlin kukufice experimentu 3 stanoveny
metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Mnozstvi fenolickych latek je vyjadieno jako latkové mnozstvi ekv.
fenolu na gram su$iny rostlinného materialu. Vpravo: Antioxidac¢ni kapacita extraktt z listli a kofend rostlin
kukufice experimentu 3 stanovend pomoci metody FRAP. Antioxida¢ni kapacita byla vyjadfena jako umol ekv.
kyseliny askorbové na gram susiny rostlinného materialu Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny osetfené
vyluhem z vermikompostu (V), rostliny oSetfené kopiivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.4.4 Aktivita vybranych enzymu v rostlinach kukufrice vystavenych
suchu

4.4.4.1 Aktivita glutathionreduktasy v rostlinach kukurice vystavenych
suchu
Aktivita glutathionreduktasy byla stanovena v extraktech z kotentl a listi. Namétené hodnoty
aktivity v listech byly oproti kontrolnim skupinam zvysené v piipadé obou oSetfenych skupin
biostimulanty. Oproti tomu v kofenech bylo moZné pozorovat vyznamny ndrast aktivity
ve skupiné KS. V pfipadé skupin oSetfenych vyluhem z vermikompostu nedoSlo oproti
kontrolni skupiné (K) k vyznamnéjsi zmeéné. Vedle toho ve skupinach osetfenych koptivovou
stanovend ve skupiné vystavené suchu (JS) byla oproti skupiné K zvysend. Trendy pozorované
v ramci tohoto stanoveni se do jisté miry podobaji trendtim, které vykazuji vysledky stanoveni
obsahu fenolickych latek a antioxida¢ni kapacity. Vysledky shrnuje nasledujici Obr. 42 na

nasledujici strané.
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Obr. 42 Aktivita glutathionreduktasy detekovana v extraktech z listli a kofent rostlin kukufice experimentu 3.
Enzymova aktivita je vyjadiena jako latkové mnozstvi NADPH pfeménéného za minutu jednim gramem susiny
rostlinného materialu. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny o$etfené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny
oSetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.4.4.2 Aktivita fosfatas v rostlinach kukurice vystavenych suchu

Aktivita alkalickych a kyselych fosfatas byla stanovena v kotfenech a pidé¢. Hodnoty aktivity
alkalickych fosfatas namétené v kotenech byly srovnatelné ve v§ech skupinach bez stresu a ve
skupiné VS. Ve skupinach oSettenych vyluhem z vermikompostu tedy nebyl pozorovan narast
aktivity se suchem, ktery je patrny v kontrolnich skupindch a skupinach oSetfenych jichou.
Oproti tomu aktivita alkalickych fosfatas stanovend v pidé, byla zvySend u obou skupin

oSettenych koptivovou jichou, zatimco aktivita ostatnich skupin byla srovnatelna.

V ptipadé stanoveni aktivity kyselych fosfatas v kofenech bylo mozné pozorovat nartist hodnot
spojeny se stresem ve skupindch oSetfenych kopfivovou jichou a ve skupindch kontrolnich.
Aktivita namétfena ve skupinach J 1 JS byla v obou ptipadech nizsi nez u jejich pfislusnych
kontrol. Naopak ve skupinach oSetfenych vyluhem z vermikompostu byl pozorovan pokles
aktivity se suchem. ZjiSténé hodnoty aktivity ve skupin€ V byly srovnatelné s hodnotami
naméfenymi ve skupiné KS a hodnoty zjiSténé ve skupiné VS odpovidaly hodnotdm skupiny
K. Oproti tomu aktivita kyselych fosfatas stanovend v ptidé nevykazovala zadné statisticky
vyznamné zmény. Za zminku také stoji fakt, ze detekovana aktivita kyselych fosfatas
v kotenech byla fddové vyssi oproti hodnotam zjisténym v pudé. Vysledky stanoveni aktivity

kyselych i alkalickych fosfatas shrnuje Obr. 43 na nasledujici strané.
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Obr. 43 Aktivita alkalickych (vlevo) a kyselych fosfatas (vpravo) detekovana v reakéni smési obsahujici extrakt
z kotentl nebo vzorek pidy. Enzymova aktivita je vyjadiena jako latkové mnozstvi PNPP pfeménéného za
minutu jednim gramem suSiny kofenti nebo pidy. Toto stanoveni bylo provedeno v ramci experimentu 3.
Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny osetiené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny osetiené kopfivovou
jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.4.4.3 Aktivita proteas v rostlinach kukurice vystavenych suchu

Proteolytické aktivita byla stanovena v extraktech z kofeni pomoci kaseinu. Stanovena byla
také proteolyticka aktivita v reakéni smési obsahujici pidu pomoci metody s fluorescencné

znacenym kaseinem. Tato metoda byla pouzita vzhledem k nizké aktivité proteas v pudé.

Aktivita proteas v kofenech nevykazovala ve vétSin€é skupin vyrazngj$i statisticky vyznamné
zmény. I zde byl vSak pozorovatelny trend nartistu proteolytické aktivity ve skupiné KS oproti
K. Tento trend bylo moZné pozorovat 1 u dalSich stanoveni v kofenech rostlin experimentu 3.
Z hodnot proteolytické aktivity stanovované v pudé také nevyplyvaly vyznamné rozdily
v ramci skupin. Urcity rozdil byl zjiStén pouze pii porovnani skupin VS a J. Vysledky obou

stanoveni shrnuje Obr. 44 na nasledujici strané.
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Obr. 44 Vlevo: Aktivita proteas detekovana v extraktech kofent rostlin kukufice experimentu 3. Enzymova
aktivita je vyjadfena jako latkové mnozstvi kaseinu pfeménéného za minutu jednim gramem susiny kotent.
Vpravo: Aktivita proteas detekovana v reakéni smési obsahujici vzorek pidy. Toto stanoveni bylo provedeno
v pude rostlin kukufice experimentu 3. Enzymova aktivita je vyjadfena v relativnich jednotkéach fluorescence
(RFU) vztazenych na gram suSiny pudy. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetfené vyluhem

z vermikompostu (V), rostliny o$etfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.4.4.4 Aktivita B-1,3-glukanasy , celulasy a chitinasy v rostlinach kukufice
vystavenych suchu
Aktivita endoglykosidas — B-1,3-glukanasy, chitinasy a celulasy, byla stanovena v extraktech
z pudy. Stanovené hodnoty aktivity B-1,3-glukanasy nevykazovaly Zadné statisticky vyznamné
zmény. Vysledky by vSak mohly naznacovat urcity pokles aktivity se suchem, neodliSny
v ramci skupin. V pfipad€ stanoveni aktivity chitinasy se vyznamnéj$i zména jeji aktivity
v pudé projevila pouze pii porovnani kontrolni skupiny (K) a skupiny oSettené koptivovou
jichou vystavené suchu (JS). Ackoliv rozdil mezi skupinami KS a JS pozorovan nebyl. Oproti
témto zjisténim nevykazovala aktivita celulasy v plidé Zadné pozorovatelné ani statisticky

vyznamné zmény. Vysledky shrnuje Obr. 45 na nasledujici strané.
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Obr. 45 Aktivita endoglykosidas — -1,3-glukanasy, chitinasy a celulasy detekovana v extraktech pudy rostlin
kukufice experimentu 3. Enzymova aktivita je vyjadiena jako redukéni ekv. latkového mnozstvi glukosy vznikly
za minutu vztazeny na gram susiny puidy. Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny osetiené vyluhem

z vermikompostu (V), rostliny os$etfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

4.4.4.5 Aktivita peroxidas v rostlinach kukurice vystavenych suchu

Po nativni elektroforetické¢ separaci byly identifikovany celkem 2 rozliSitelné isoformy
peroxidas v listech kukufice. Isoforma 1 byla pfitomna ve vSech skupinach. Zatimco

v kontrolnich skupinach jeji aktivita s vystavenim suchu vzristala, ve skupinach oSetfenych

ve skupiné V. Isoforma 2 byla 1épe rozliSitelnd pouze ve skupinach vystavenych suchu. Jeji
aktivita byla vyraznéjsi ve skupinach oSetfenych biostimulanty a zejména pak ve skupiné JS.

Vysledky shrnuje nasledujici Obr. 46.
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Obr. 46 Vlevo: Aktivita peroxidas v listech rostlin kukufice experimentu 3. Aktivita jednotlivych isoforem byla
detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace v 10% (w/v) polyakrylamidovém gelu. Prouzky
znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami. Vprave: Grafické znazornéni aktivity peroxidas
— isoformy 1. Hodnoty relativni intenzity byly pfevzaty z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni rostliny
(K), rostliny oSetiené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny oSetfené koptivovou jichou (J), skupiny vystavené
suchu (KS; VS; JS).
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Vedle toho v kofenech bylo identifikovano celkem 13 rozliSitelnych isoforem peroxidas.
Nejvyssi aktivita se projevila u isoforem 2 a 3, coz bylo patrné ptedevsim u kontrolnich skupin
a skupin oSetfenych jichou. VSeobecné nejnizsi aktivita vSech isoforem byla pozorovana ve
skupin€ V, avSak pfi vystaveni suchu (VS) byl pozorovan nérlst v aktivité srovnatelny
s ostatnimi skupinami se suchem. V kontrolnich skupinach a skupinach osetfenych jichou
nebyla vlivem sucha pozorovéana vyrazna zména aktivity, ackoliv skupiny oSetfené jichou se
aktivitou nékterych isoforem liSily. Naptiklad ve skupiné J byla pozorovana zvySena aktivita
isoformy 6 oproti ostatnim skupindm. Ve skupiné JS pak byla zvySend aktivita isoformy

1 aisoformy 4 a 9. Vysledky shrnuje nasledujici Obr. 47.
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Obr. 47 Vlevo: Aktivita peroxidas v kofenech rostlin kukufice experimentu 3. Aktivita jednotlivych isoforem
byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace v 10% (w/v) polyakrylamidovém gelu. Prouzky
znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami.Vpravo: Grafické znazornéni aktivity peroxidas
—isoformy 1, 3 a 6. Hodnoty relativni intenzity byly pievzaty z programu GelAnalyzer. Zkratky: kontrolni
rostliny (K), rostliny osetiené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny oSetfené koptivovou jichou (J), skupiny
vystavené suchu (KS; VS; JS).

V listech kukufice bylo identifikovano celkem 6 rozliSitelnych isoforem askorbatperoxidasy.
Nejvyssi aktivitu bylo mozné pozorovat v pripad¢ isoformy 4, jejiz aktivita se v ramcei skupin
pfili§ neliSila. Vedle toho isoformy 1 a 3 vykazovaly zménu pii vystaveni suchu. Aktivita
isoformy 1 byla vys§i ve skupinidch bez sucha, a to zejména ve skupindch oSetfenych
biostimulanty. Naopak isoforma 3 byla vyraznéjsi ve skupinach vystavenych suchu, ackoliv
pripadé skupin oSetienych jichou byla jeji aktivita srovnatelna 1 v ptipad¢€ vystaveni suchu. Také
prouzek zobrazujici malo aktivni isoformu 2 byl vice viditelny v pfipad¢ skupin oSetfenych
biostimulanty vystavenych suchu (VS, JS). Ve spodni ¢asti gelu 1ze také pozorovat mélo aktivni
isoformy 5 a 6, u kterych nelze s jistotou urcit zménu v rdmei skupin. Vyrazngjsi vSak ziejmé

byly ve skupinach osetfenych biostimulanty. Vysledky shrnuje Obr. 48 na nasledujici strané.
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Obr. 48 Vlevo: Aktivita askorbatperoxidasy v listech rostlin kukufice experimentu 3. Aktivita jednotlivych
isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace v 10% (w/v) polyakrylamidovém gelu.
Prouzky znadici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami. Vpravo: Grafické znadzornéni aktivity
askorbatperoxidasy — isoformy 1 a 3. Hodnoty relativni intenzity byly pfevzaty z programu GelAnalyzer.
Zkratky: kontrolni rostliny (K), rostliny osetiené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny osetiené kopfivovou
jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).

Vedle toho v kofenech bylo identifikovdno celkem 5 rozliSitelnych isoforem
askorbatperoxidasy. Nevice aktivni izoformou byla isoforma 2, ktera je patrna pouze u skupiny
JS. Vyssi aktivitu bylo mozné pozorovat také u isoformy 5. Zde byl vidét narast aktivity ve
stresovanych skupinach oSetfenych vyluhem z vermikompostu, a pfedev§im ve skupinach
kontrolnich. Naopak tomu je u skupin oSetfenych jichou. V piipadé¢ isoformy 1 lze pozorovat
mirny narast aktivity ve skupinach oSetfenych biostimulanty. Vysledky shrnuje nasledujici

Obr. 49.
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Obr. 49 Vlevo: Aktivita askorbatperoxidasy v kofenech rostlin kukufice experimentu 3. Aktivita jednotlivych
isoforem byla detekovana po provedeni nativni elektroforetické separace v 10% (w/v) polyakrylamidovém gelu.
Prouzky znacici aktivitu jednotlivych isoforem jsou vyznaceny Sipkami.Vpravo: Grafické znazornéni aktivity
askorbatperoxidasy — isoformy 1, 2 a 5. Hodnoty relativni intenzity byly pfevzaty z programu GelAnalyzer.
ZkratKky: kontrolni rostliny (K), rostliny oSetiené vyluhem z vermikompostu (V), rostliny osetfené kopfivovou
jichou (J), skupiny vystavené suchu (KS; VS; JS).
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5 Diskuze

5.1 Charakterizace biostimulantt

Biostimulanty poskytuji rostlindm podporu rastu a/nebo vyssi odolnost viuci abiotickému
i biotickému stresu viz Teoreticky uvod. V této praci byly charakterizovany dva vybrané
biostimulanty ptirodniho ptivodu — koptivova jicha a vyluh z vermikompostu. I kdyz slozeni
produkti vermikompostace je pomérn¢ dobie zmapovano, o mechanismu ucinku se zatim
vi mélo [72]. Kopfivova jicha je ¢asto vyuzivana zahradkafi pro snadnou dostupnost a jako

zdroj dusiku, avSak jeji charakterizace a mechanismus ucinku chybi [53].

Jednou zmoznosti podpory ristu rostlin je pfitomnost zivin v biostimulantu [11]. Oba
biostimulanty obsahovaly proteiny, vyluh z vermikompostu byl Sestkrat bohatsi nez koptivova
jicha. Z hlediska velikosti proteinti se jednalo o proteiny s niz§i molekulovou hmotnosti
a peptidy, v kopfivové jiSe se vSak vyskytovaly 1 proteiny s vys$si molekulovou hmotnosti (Obr.
6 na stran¢ 48; Obr. 7 na stran¢ 49; Obr. 8 na stran¢ 49). Lze se tedy domnivat, Ze proteiny
mohou slouzit jako zdroj energie pro pudni mikroorganismy. Tyto proteiny mohou byt dale
degradovany pudnimi proteasami, které¢ jsou sekretovany kotfeny rostlin i pidnimi
mikroorganismy [39,93]. Oba biostimulanty obsahovaly i detekovatelné vlastni proteasy (Obr.
12 na strané 52), takze lze predpokladat i dalsi degradaci proteini na mensi fragmenty. Navic
byly nékteré peptidy identifikovany jako stimulatory riistu; je tedy mozné, Ze nékteré z peptidi
ve zkoumanych biostimulantech mohou ptisobit timto zplisobem. V obou biostimulantech jsou
pfitomny také aminokyseliny, které mohou slouZit jako zdroj dusiku i uhliku nejen pro
mikroorganismy, ale 1 pro rostliny [18]. V biostimulanech byla sledovana také aktivita enzymu
degradujicich polysacharidy (Obr. 11 na stran€ 51), které jsou kliCové pro rozklad rostlinného
materidlu. Byla detekovana pfitomnost aktivity [-1,3-glukanasy a chitinasy (vySsi
ve vermikompostu nez v koptivové jise) a celulasy (vyssi v koptivové jise). Tyto sacharidy jsou
rovnéz dilezité pro vyzivu pidnich mikroorganismi [17]. V obou biostimulantech byly
stanoveny fenolické latky (Obr. 9 na stran€ 50), které jsou rostlinami hojné syntetizovany, takze
jsou pfitomny v rostlinnych zbytcich uréenych k vermikompostovani a v kopfivach byla
zjiSténa pritomnost kyseliny kumarové, kavové, chlorogenové, ellagové, ferulové a naringinu,
rutinu a kvercetinu [94,95]. Zda dochdzi Ccinnosti bakterii pii fermentaci kopftiv
¢i vermikompostovani k preméné fenolickych latek neni zndmo, ale mohou byt opét prospésné
pro pidni mikroorganismy, nékteré flavonoidy byly identifikovany jako dilezité pro interakce

symbiotickych bakterii s koteny rostlin.
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5.2 Vliv biostimulantl na rist a metabolismus rostlin kukurice

V dalsi ¢asti prace jsem se vénovala optimalizaci mnoZzstvi zkoumanych biostimulanti
aplikovanych na rostliny kukutice. Vyluh z vermikompostu i koptivova jicha jsou kapaliny, ale
z divodu rozdilného obsahu vody a moznosti kvantifikace, byly oba biostimulanty
lyofilizovany. O vyluhu z vermikompostu je zndmo, ze mize ve vyssi koncentraci ptisobit jako
inhibitor klieni [78], pro prvni pokus byly proto zvoleny niz§i koncentrace. VIiv obou
biostimulanti na hmotnost nadzemnich casti ani kofenii nebyl statisticky vyznamny, pfesto je
urcita stimulace patrna (Obr. 13 na stran¢ 53). ZvySené mnoZzstvi proteind v rostlinach kukutice
bylo zjisténo predevsim po aplikaci vyluhu z vermikompostu (Obr. 15 na strané 54). Po aplikaci
obou biostimulantti se v rostlinach zvysil obsah fenolickych latek, antioxidacni kapacita (Obr.
17 na stran¢ 56) 1 aktivita nékterych antioxida¢nich enzymu (Obr. 33 a Obr. 32 na stran¢ 68)
a kyselé fosfatasy (Obr. 29 na strané 66). I kdyz vizualni rozdil mezi rostlinami oSetfenymi
biostimulanty a kontrolnimi nebyl patrny, uvedené metabolické zmény dokladaji, ze i malé

koncentrace biostimulanti mize ovlivnit metabolismus.

Co se tyce podpory rlstu, jsou v biostimulantech zalozenych na rostlinném materidlu pfitomny
fytohormony. Ve vermikompostu byly kvantifikovany auxin, cytokininy, gibereliny kyselina
abscisova a brassinosteroidy [60]. Vzhledem k tomu, ze fytohormony jako signalni molekuly
ucinkuji ve velmi nizkych koncentracich a ovliviiuji metabolismus rostlin na mnoha trovnich,

je pravdépodobné, Ze jejich uinek bude hrat klicovou roli.

Ve vermikompostu byla prokdzana ptitomnost dalSich makro i mikronutrientli, jako ionty
PO, SO+, NOs, K, Na*, Ca*", CI', Mg?", které se také mohou podilet na podpofe riistu
[78]. Také kopiiva obsahuje fadu latek, které piechazeji po fermentaci jichy, jako napt. PO4™>,
K", Na*, Ca*", Mg?*, SO4* ale také Fe, Cu, Zn, Se, Mn [96]. Ve vermikompostu jsou piitomné

také huminové kyseliny a fulvokyseliny, které jsou rovnéZ prospésné pro ptidni ekosystém [71].

Studie zamétujici se na biostimulacni u€inky jichy naznacuji, ze zieymé zaleZi na konkrétnich
podminkach péstovani a aplikace, stejné¢ jako na rostlinném druhu. Pozitivni vliv koptivové
jichy byl pozorovan na fadu morfologickych a nutri€nich parametrti rostliny salatu (Lactuca
sativa L.), naptiklad na hmotnost listl, obsah chlorofylu a karotenoidt, rozpustnych sacharidi
a vitaminu C [97]. Vyznamné vylepSeni rastu a kveteni bylo rovnéZz pozorovano po aplikaci
koptivové jichy na rostliny kosmatce (Delosperma cooperi) a rozchodniku (Sedum
rubrotincum) [55]. Naopak v polnim experimentu nebyl zjistén vyznamny ucinek koptivové

jichy na vytézek, obsah chlorofylu ptipadné $klidc a chorob rostlin bramboru (Solanum
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tuberosum L.) [57]. Koptivovy extrakt spolu s extraktem ¢aje, nano-chitosanem a N, P, K vSak

jako nastroj pro zvyseni produkce brambor poslouzil [98].

5.3 Viliv biostimulantt na rostliny kukurice vystavené suchu

Ve druhém a tfetim experimentu byla vyznamné zvySena koncentrace biostimulantd
aplikovanych na rostliny z divodu vyraznéjSiho dopadu na metabolismus. Cilem téchto
experimentll bylo zjistit, zda rostliny oSetfené biostimulanty budou odolnéjsi vici stresu
suchem. Rozdil mezi druhym a tfetim experimentem byl v kvalité¢ substratu pro rostliny
(experiment 2 zahradnicky substrat s obsahem humusu, experiment 3 substrat uréeny pro
pravidelné ptihnojovani). Byl tedy ptfedpoklad, Ze v ,chudém® substratu bude vliv
biostimulantl vice prikazny. Experiment 2 se také liSil od experimentu 3 v zavaznosti stresu,
kdy doba bez zalévani byla delsi. Srovnani zjisténych u¢inkd biostimulantd shrnuje nasledujici

Tab. 5.

Tab. 5. Vliv osetfeni kopiivovou jichou nebo vyluhem z vermikompostu (J, V) na vybrané parametry rostlin

z antioxida¢niho systému, dale tykajiciho se zisku Zivin a obranného systému a v zavislosti na vystaveni suchu
(JS, VS). Pozorované zmény metabolismu se liSily v zavislosti na pouzitém substratu (tj. experiment 2 a 3).
Znak + znaéi zvysSeni, @ zddnou zmeénu, - sniZeni oproti dan¢ kontrolni skuping rostlin (K, KS). Zkratky:
glutathionreduktasa (GR), askorbatperoxidasa (APX).

Viiv OXetreni Experimenvt. 2. (substrat Expeg‘rimerg 3 (substrat
bohaty na Ziviny) chudsi na Ziviny)
+ antioxidacni kapacita (listy) + antioxidacni kapacita
Antioxidacni + aktivita GR (JS v listech) (listy)
systém + aktivita APX (listy) + aktivita GR (listy)
Jicha (J), vyluh — * aktivita APX (listy)
2 vermikompostu o obsah’ proteint (11soty) + obsah’ proteind (hst}i)
V) + kysela fosfatasa (ptda, J) + kysela fosfatasa (koteny,
Zisk zivin a - proteasy (kofeny, V) V)
obranny + alkalicka fosfatasa
systém (kofeny, pida)
O proteasy (koteny)
+ proteasy (puda, J)
+ RWC + RWC
+ fenolické latky (JS v listech) + fenolické latky (listy)
Jicha (JS), v§luh 0] ant'io'xidaéni lfapacita (listy) +.anti0xidaéni kapacita
Sucho z vermikompostu - akt'lv.lta GR (hvs ) (hSty.) . .
(VS) - aktivita GR koteny (VS) + aktivita GR (listy)
- NADPH oxidasa (koteny) @ aktivita GR koteny (VS)
- aktivita APX (listy)

Z vysledktl jasné vyplyva, ze rostliny oSetfené biostimulanty a vystavené suchu mély vyssi
obsah vody (RWC) nez neoSetiena stresovana kontrola. Kopfivova jicha fungovala 1épe nez

vyluh z vermikompostu (Obr. 23 na strané 61; Obr. 37 na stran¢ 72).
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Bylo zjisténo, Ze oSetfeni rostlin biostimulanty (at’ jiz odvozenych od aminokyselin nebo na
zaklad¢ vodnich chaluh) napomohlo rostlinam Arabidopsis thaliana L. 0spé$Sné mirnit projevy
stresu suchem. Tolerance spojend s biostimulanty se projevila ve snizeni obsahu
malondialdehydu a anthokyaninii spojenych se stresem, a naopak v indukci gena spojenych
s obranou vuci suchu (napf. genu klicového enzymu syntézy prolinu) [99]. Aplikace samotného
prolinu na listy rostlin kukufice (Zea mays L.) vystavené suchu vedla ke zlepSeni celkového
rustu a zmirnila nepiiznivé dopady sucha [100]. Obecné postiik prolinem zvysil aktivitu
antioxida¢nich enzymd, a tedy i1 odolnost rostlin vii¢i suchu a vysokym teplotam [101,102].
Osetfeni rostlin pomoci alginatovych oligosacharidii, polymert ziskdvanych z hnédych
moftskych fas, zvysilo toleranci psenice, rajcete a okurky vuci stresu suchem vyvolanému
polyethylenglykolem prostfednictvim exprese genli odolnosti vii¢i suchu a regulaci transdukce
signalu zavislého na kyseling abscisové [102]. Rostliny bazalky pravé (Ocimum basilicum)
vystavené suchu a oSetfené postfikem extraktu z pylovych zrn vykazovaly vyssi relativni obsah
vody a zlepSeni ucinnosti hospodaieni s vodou, dale snizeni uniku elektrolytd, také byl
podpoien jejich rlst, a byla detekovana vyssi aktivita antioxidacnich enzymi, ale 1 vyS$$i obsah
esencialniho oleje [103]. Bylo prokazéno, ze komeréni biostimulant pfipraveny z motského
bambusu (druh tasy Ecklonia maxima) méni razné drahy primarniho a sekundarniho
metabolismu rostlin, jako je biosyntéza fenolickych latek a flavonoidti, metabolismus mastnych
kyselin a aminokyselin. Tim dochéazi ke zvySeni obsahu tryptofanu, fenylalaninu, kyseliny
linolenové a kumaroylchinové, které souviseji s fyziologickymi a biochemickymi procesy, jez
zvySuji odolnost viici suchu [102]. V této praci byl obsah proteind i obsah fenolickych latek
vysSi v oSetfenych rostlinach nez v kontrolnich, a vice patrny v rostlinach vystavenych suchu
(Obr. 27 na stran¢ 64; Obr. 40 na stran€ 74; Obr. 41 na stran¢ 75). Déle bylo pozorovéano po
vystaveni suchu zvySeni antioxidacni kapacity v oSetfenych listech rostlin v experimentu 3
(Obr. 41 na stran¢ 75), zvySeni aktivity glutathionreduktasy v listech v experimentech 2 a 3
(Obr. 28 na stran¢€ 65; Obr. 42 na stran¢ 76), a také byl detekovan nartist aktivity nékterych
1soforem peroxidas v experimentu 3 (Obr. 46 na stran¢ 79). I kdyz bylo detekovano spise
snizeni aktivity askorbatperoxidasy v listech v experimentu 3 (Obr. 48 na strané 81), nelze
vyloucit zvySeni aktivit dal$ich antioxida¢nich enzymii (naptiklad superoxid dismutasy) vlivem
biostimulantli a vystaveni suchu. Tato zjisténi koresponduji s tendenci biostimulantii zvySovat

hladiny antioxidantl a aktivitu antioxida¢nich enzymi [14].
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6 Zaveér
1. Biostimulant vyluh z vermikompostu obsahoval vys$§i mnozstvi proteinti, fenolickych
latek 1 vyssi aktivitu B-1,3-glukanasy a chitinasy nez kopiivova jicha. Ta se naopak
vyznacovala vys$si aktivitou proteas a mirné vyssi aktivitou celulasy. Oba biostimulanty
obsahovaly pfedevs§im proteiny o niz$i relativni molekulové hmotnosti a peptidy. Vyluh
z vermikompostu a jicha obsahovaly fenolické¢ latky a disponovaly vysokou

antioxidac¢ni kapacitou.

2. Vliv biostimulanti o riznych koncentracich (0,5-3 g/I) na rostliny kukufice Zea
mays L. péstované v bohatém substratu s obsahem humusu se vyrazné neprojevil na
rustovych parametrech, avSak jak vyluh z vermikompostu, tak jicha zvysily obsah
fenolickych latek, aktivitu glutathionreduktasy a kyselé fosfatasy v kofenech. Jicha
v rostlindich stimulovala aktivitu nékterych isoforem peroxidas v zavislosti na

koncentraci.

3. Rostliny kukufice oSetfené¢ vyssi koncentraci biostimulantd (20 g/l) a zaroven
stresované suchem umoznily udrzet vys$i relativni obsah vody, obsah proteind,
a fenolickych latek neZ neoSetiend kontrolni skupina vystavend suchu. Na jednotlivé
parametry oSetfenych rostlin mélo vliv i sloZeni substratu. Substrat chudsi na zZiviny

se projevil fadove vyssi aktivitou kyselé fosfatasy v kotenech ve vSech rostlinach.
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